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Verf ahren zur Herstellung komplexer DNA-Methylierungs- 

Fingerabdrucke 

1. Gebiet der Erfindunq 

Das hier zu patentierende Verfahren schafft eine neue 
Moglichkeit zur dif f erentiellen Diagnose von Krebserkran- 
kungen. Es fiihrt zu einem vertieften Verstandnis der Car- 
cinogenese und der Pathogenese der polygen vererbten 
Krankheiten. Das Verfahren verspricht weiterhin die Iden- 
tifizierung von an der Entstehung von Krankheiten betei- 
ligten Genen. Nach wie vor ist die Zelldif f erenzierung 
und die Dif f erenzierung eines hoheren Organismus im we- 
15 sentlichen nicht verstanden. Auch hier verspricht das 
Verfahren erheblichen Erkenntnisgewinn. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
in der Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe- 
nen sind die Gene selbst, die Obersetzung dieser Gene in 
RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe 
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal- 
tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Ge- 
ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist 
25 mit hoher Wahrscheinlichkeit mit AusraaB und Charakter der 
Methylierung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar . Inso- 
fern ist die Annahme naheliegend, daB pathogene Zustande 
sich in einem veranderten Methylierungsmuster einzelner 
Gene oder des Genoms aufiern. 

30 

Stand -der - Techni-k rst -ein V ei f dhreir, welchBs das Studlum 
von Methylierungsmustern einzelner Gene gestattet . Junge- 
re Fort entwicklungen dieser Methode erlauben auch die 
Analyse kleinster Mengen Ausgangsmaterial, wobei sich 
35 aber die Gesamtzahl der MeBpunkte immer noch hochstens im 
zweistelligen Bereich von theoretisch mindestens 10 7 Meft- 
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punkten befindet. Mit Hilfe des zu patentierenden Verfah- 
rens kSrmen nun erstmalig beliebige Ausschnitte des Ge- 
noms mit beliebig vielen Mefipunkten untersucht werdetf. 
Damit ermoglicht das Verfahren die Identif izierung von 
5 auf andere Art nicht zu ermittelnden Ursachen fur geneti- 
sche Krankheiten aller Art und ermoglicht die Entwicklung 
neuer Behandlungsstrategien und Identif izierung von Ziel- 
Proteinen fur neue Medikamente . 

10 2. Stand der Technik 

2.1. Stand der Technik der molekularen Analyse von Zell- 
Phanotypen 

15 Studium der Genexpression kann auf der Ebene der RNA und 
auf der Ebene der Proteine stattf inden. Beide Ebenen re- 
flektieren im Prinzip wichtige phanotypische Parameter. 
Proteinuntersuchungen mit Hilfe zweidimensionaler Gele 
(McFarrel-Verfahren) sind seit ca. 15 Jahren bekannt. Man 

20 kann damit in einer Analyse die chromatographische Posi- 
tion von einigen Tausend Proteinen darstellen. Schon sehr 
f ruh wurden solche Elektropherogramme auch mit Mitteln 
der EDV bearbeitet bzw. ausgewertet. Die Aussagekraft der 
Methode ist im Prinzip hoch, sie ist aber den modernen 

25 Methoden der auf der RNA-Analyse beruhenden Genexpression 
in zwei Punkten unterlegen. 

Die Detektion vor allem von regulatorisch wichtigen Pro- 
teinen aus geringen Mengen von Zellen scheitert aber an 

30 der viel zu geringen Sensitivitat der eingesetzten Metho- 
den. : -P^t©i^-kdim^im Geg©nsat-z zu -Nufcieinsau-ren nam- 

. lich nicht amplifiziert werden. Auflerdem handelt es sich 
um hoch-komplexe, nicht zu automat isierende und sehr teu- 
re Verfahren. Die Analyse der RNA hat dem gegenuber er- 

35 hebliche Vorteile. Sie ist wegeh des Einsatzes der PCR 

empfindlicher, Vor allem aber kann man jede RNA-Spezies, ' 
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die als interessant erkannt worden ist, sofort in seiner 
Sequenz identif iziert werden. 

Ober- oder. Unterexpression einzelner RNA's mit bekannter 
Sequenz sind meist leicht nachzuweisen, sind aber nur in 
Ausnahmefallen im Zusammenhang mit den hier zur Debatte 
stehenden Anwendungen aussagekrMftig. 

Die Methode des sogenannten „diffential displays" gestat- 
tet ein bestenfalls halbquantitatives Studium der Expres- 
sion. Per PCR amplifizierte Expressionsprodukte werden in 
der Gelektrophorese aufgetrennt. Begrenzt wird die Aussa- 
gekraft durch das AuflosungsvermSgen der Gelektrophorese. 
Die Methode ist auflerdem bei weitem nicht sensitiv und 
robust genug fur die Anwendung in der Routinediagnostik 
(Liang, P. and Pardee, A.B., Science 257, 967-971). 

Stark Ober- oder unterexprimierte Gene werden hauf ig 
durch subtraktive Techniken identif iziert. Dabei werden 
cDNA-Klone einer zu untersuchenden Zell- oder Gewebespe- 
zies ausplattiert. Dagegen wird cDNA aus Vergleichsmate- 
rial hybridisiert. Expressionsmuster kann man damit nicht 
zuverlassig erstellen. 

25 Eine Aktivitat des amerikanischen „Human Genome Project" 
ist das systematische Sequenzieren von exprimierten Ge- 
nen. Die daraus sich ergebenden Informationen konnen ge- 
nutzt werden, urn Expressions-Chips zu bauen, die das Stu- 
dium praktisch aller exprimierten Sequenzen einer Zell- 
oder Gewebeart in einem einzigen Experiment gestatten. - 
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2.2. Stand der Technik b ei der Analyse von Krebserkran- 
kunqen 

35 Ausloser fur eine Krebserkrankung, also das Entarten ei- 
ner Zelle, sind immer Mutatipnen in Genen. Verursacher 
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fur diese Mutationen konnen exogene Einfliisse, aber auch 
Ereignisse in der Zelle sein. In wenigen Ausnahmef alien 
lalit eine einzige Mutation, die dann allerdings haufig 
grSBere Bereiche des Genoms trifft {Translokationen, De- 
letionen) die Zelle entarten, meist handelt es sich wohl 
um eine Kette von Mutationen auf verschiedenen Genen, die 
erst zusammen die bosartige Erkrankung bewirken. Diese 
Ereignisse auf DNA-Ebene spiegeln sich auf RNA- und Pro- 
teinebene wieder. Dabei tritt mit. hoher Wahrscheinlich- 
keit eine Vervielfaltigung ein, weil sicherlich in vielen 
Fallen Menge und Art der einen RNA das Ausmafi der Synthe- 
se einiger anderer RNA-Spezies beeinflufit. Dies fiihrt zu 
veranderten Syntheseraten der entsprechenden Proteine, 
was seinerseits den Stoffwechsel entgleisen lassen kann 
und somit Mechanismen der Regulation und Gegenregulation 
in Gang setzt. Das Ergebnis ist ein auf ganz spezifische 
(aber weitgehend unbestimmbare) Art und Weise verandertes 
Genexpressionsmuster der betroffenen Zellen -spezifisch 
fur ein bestimmtes Karzinom und spezifisch fur das Stadi- 
um des Karzinoms und spezifisch fiir den Grad der BSsar- 
tigkeit des Karzinoms. Solche Phanomene entzogen sich bis 
heute jeder naturwissenschaftlichen Betrachtung. Es gab 
namlich keine Moglichkeit, die Genexpression oder den 
Stoffwechsel einer Zelle in seiner Gesamtheit zu untersu- 
chen. Mit der Chip-Technologie hat sich zum ersten Male 
eine solche Moglichkeit ergeben (Schena, M. et al., 
Science 270,467-470). 

Will man das diagnostische Problem Friihdiagnostik von Tu- 
moren auf molekularer Ebene 16sen, wird man zum gegenwar- 
tigen Zeitpunkt - von wenigen Ausnahmen abgesehen - mit 
einer unuberbrUckbaren Schwierigkeit konfrontiert : Da man 
bei den meisten Tumoren nur bruchstuckhaf t die ursachli- 
chen molekularen Ereignisse, also die verschiedenen Muta- 
tionen iiberblickt, weili man beim medizinischen Untersu- 
chungsmaterial nicht, wonach man suchen soil. Das heiat, 
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man kann sich die ungeheure Empf indlichkeit und Spezifi- 
tat der Polymerase-Kettenreaktion gar nicht zunutze raa- 
chen. Ausnahmen sind z.B. bestimmte Darmtumore, das - 
Ewing-Sarkom und bestimmte Leukamieformen, die tatsach- 
lich jeweils durch eine einzige genau umschriebene Muta- 
tion definiert werden. Hier kann man die eine entartete 
Zelle unter Millionen normalen .Zellen identif izieren. Al- 
lerdings* gibt es auch innerhalb dieser scheinbar eindeu- 
tig definierten Tumorgruppen dermafien unterschiedliche 
Verhaltensweisen, dafi gefolgert werden mufi, daiJ weitere 
unbekannte genetische Parameter (wie zum Beispiel auch 
der genetische Hintergrund des Individuums) eine wichtige 
Rolle spielen. Die immunologischen Tumormarker sind 
HilfsgroiJen, die nach wie vor nur einen bescheidenen Bei- 
15 trag neben den iibrigen konventionellen Diagnoseparametern 
darstellen, Diese konnen allerdings dazu dienen, verdach- 
tige Zellen vorzuselektieren. 
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Eine unverzichtbar wichtige Rolle spielt die Histologie 
bei der Identif izierung entarteten Gewebes, aber eben 
nicht in der Friiherkennung. \ 



Da also auf molekularer Ebene die meisten Tumore fur dia- 
gnostische Zwecke nicht hinreichend charakterisiert sind, 
25 gibt es auch in aller Regel keine Moglichkeit, eine Sta- 
dieneinteilung oder gar Einteilung nach Gef ahrlichkeits- 
g.raden vorzunehmen. Eine solche Einteilung ist aber unab- 
dingbar fur eine verbesserte Einstellung der Behandlungen 
und vor allem auch fur die Entwicklung effektiver neuer " 
. Medikamente und der Gentherapie. 



2.3. Sta nd der Technik in der Erforschung der Zahl, Art 
und Eiqe nschaften der moglichen stabilen Zustande von 
Zellen hoherer Orqanismen 
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In jUngerer Zeit mehren sich Hinweise, daB komplexe Re- 
gelsysteme (fiir welche die Steuerung von Zellen ein her- 
ausragendes Beispiel sind) -, sich selbst uberlassen/ 
oberhalb einer kritischen Minimal komplexitat und unter- 
halb einer kritischen Maximal-Konnektivitat (der durch- 
schnittlichen Zahl der Komponenten, mit denen eine belie- 
bige Komponente verkniipft ist) - nur. in einer begrenzten 
Zahl stabiler Zustande existieren konnen. (Kauffman,. 
S.A., Origins of Order, Oxford University Presse, 1993). 
Dabei ist das Wort Zustand in diesem Zusammenhang als der 
Begriff der Wahl far das allgemeine Phanomen zu verste- 
hen. Im Zusammenhang mit Zellen als biologischen Regelsy- 
stemen kann auch vom Dif f erenzierungszustand oder Zelltyp 
gesprochen werden . Obwohl kein solcher Zusammenhang oder 
auch nur die Begrenzung der mSglichen Zustande fur biolo- 
gische Systeme nachgewiesen wurde, waren die praktischen 
Implikationen von unabsehbarer Wichtigkeit: Gabe es bei 
kon?tantem Informationsgehalt der Zellen eines Organismus 
(de facto ist dies innerhalb einer Spezies weitgehend der 
Fall) nur eine limitierte Anzahl von stabilen Zustanden, 
so ware es wahrscheinlich, daB sich auch entartete Zellen 
nur in einem dieser Zustande oder im Obergang zwischen 
den moglichen Zustanden befinden konnen. Zur Zeit gibt es 
keine Moglichkeit, diese Zustande molekular zu definie- 
25 ren. Eine Korrelation zwischen den einzelnen Zustanden 

und dem Verhalten von Zellen ist nach dem Stand der Tech- 
nik kaum zu verwirklichen. Eine solche Analyse konnte 
aber einen entscheidenden Beitrag zur Diagnostik und Pro- 
gnostik von Erkrankungen leisten. M6glicherweise ware so- 
gar eine Korrelation der m6glichen Zustande von erkrank- 
ten Zellen und der am besten an^prechenden Therapie mog- 
lich. Es ist weiterhin wahrscheinlich, daB eine solche 
Methode auch die Wahl des Zeitpunktes einer Behandlung 
entscheidend beeinflussen konnte. Fande man zum Beispiel, 
daB sich die Zellen eines Tumors auf einem Ubergang zwi-' 
schen mbglichen Zustanden befinden, so kann angenommen 
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werden, dafl eine solche Population von Zellen einem durch 
die Behandlung entstehenden Selektionsdruck nachgiebiger 
ware und somit leichter entkommen konnte. Eine Zellpopu- 
lation hat in einem solchen Szenario innerhalb solcher 
Obergangszustande eine wesentlich erhohte Flexibility 
und wiirde leicht in einen mc-glichen stabilen Zustand ge- 
drangt werden, in dem der Selektionsdruck wegfiele, die 
Behandlung also effektlos ware. Ein Verfahren, welches 
Zellen und Zellgruppen nach Zustanden klassif izieren 
kSnnte, wurde also dazu beitragen, solche Probleme zu er- 
kennen, zu verstehen und gegebenenf alls zu losen. Nach 
dem Stand der. Technik ist es nicht moglich, zu bestimraen 
ob es nur.eine limitierte Anzahl von Zustanden von Zellen 
gibt. Daraus folgt, daii es nicht m5glich ist, Gruppen von 
15 Zellen nach einem abstrakten Kriterium ihren Zustanden 
nach zu dif f erenzieren. und diese Zustande mit einem be- 
stimmten Verhalten der Zellen vorherzusagen. 
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2.4. Erbliche Erkrankunqen 

Heute besteht die genetische Karte des menschlichen Ge- 
noms aus 2.500 sogenannten Mikrosatelliten; Dieses In- 
strumentarium nimmt man in Anspruch, um eine Vielzahl von 
Genen, meist solche, die im Defektfall eine genetische 
Erkrankung verursachen, per Kopplungsanalyse zu lokali- 
sieren und schliefilich zu identif izieren . Die haufigen, 
schwerwiegenden und durch -ein einziges Defektgen verur-' 
sachten genetischen Krankheiten sind so aus der Sicht des 
Genetikers aufgeklart. Im Prinzip sollten auch die poiy- 
genen Krankheiten auf diese Art und Weise verstanden wer- 
defl-Heofmen-.-^i^e^iygeiie-Kr^^ - 
so haufig, dali sie zu den sogenannten Volkskrankheiten 
gezahlt werden. Asthma und Diabetes sind solche Beispie- 
le. Viele Karzinomarten zahlen ebenfalls dazu. Die Anwen- 
dung der oben geschilderten Strategie der Kopplungsanaly- 
se brachte auch enorme Anf angserf olge . Es sind zahlreiche 
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Verursachergene von wichtigen polygenen Krankheiten wie 
Diabetes, Schizophrenic,. Atheriosklerose und Fettsucht 
gefunden worden. Neben den eigentlichen molekularbiologi- 
schen Labortechniken ist die entscheidende Voraussetzung 
zur genetischen Aufklarung dieser Krankheiten die Verfug- 
barkeit einer relativ groBen Zahl der von der jeweiligen 
Krankheit betroffenen Patienten und Verwandten. Man muBte 
in den letzten zwei Jahren feststellen, daB die ursprung- 
lich angenommene Anzahl von einigen hundert Patienten fur 
die Kopplungsanalyse von polygenen Erkrankungen mit hoher 
Wahrscheinlichkeit eine GroBenordnung zu tief liegt. Das 
gilt auf jeden Fall dann, wenn es sich um komplette Auf- 
klarung des Spektrums der Verursachergene handeln soil. 
Da das AusmaB der praktischen Arbeit, die fur solch eine 
15 Kopplungsanalyse geleistet wird aber aufierordentlich hoch 
1st, kann man nur noch mit ganz langsamen . Fortschritten 
bei der Analyse polygener Krankheiten rechnen. Da gerade 
diese Krankheiten von einer ganz enormen sozialen und 
wirtschaft lichen Bedeutung sind, wird nach alternativen 
20 Strategien gesucht. 

2.5. Stand der Technik DNA-Chips 
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Von alien Entwicklungen am weitesten fortgeschritten ist 
zweifellos das Prinzip von Affimetrix (z.B.. U.S.-Patente 
5,593,839, 5, 999, $95 Oder 5,631,734). Aber auch eine An- 
zahl anderer Firmen und Forschungsprojekte haben DNA- 
Chips mit verschiedenen Eigenschaften far spezielle An- 
wendungen produziert (z.B. U.S.-Patente 5,667,667, 
5,525,464 oder 5,492,806 oder z.B. Goffeau, A., Nature 
38 5y_ 2_02-203_2_ Weiler z .. J,. and_Hpheisel,.. J^^nal. ._Biocliem. 
243,218-227; C.hee, M. et .al., Science 274, 610-614). Die 
jungsten Publikationen berichten schon iiber einen kommer- 
ziell verfugbaren HIV-Chip, der die Ontersuchung des kom- 
pletten HIV-Genoms gestattet. Gegen bis zu 400.000 Oligo- 
nukleotide werden fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte der 
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zu untersuchenden Probe hybridisiert. Die- Auswertung der 
Signale erfolgt mit Hilfe von CCD-Kameras. Es wird die 
seit langem bekannte Fahigkeit solcher Systeme zur al-. 
lelspezifischen Hybridisierung genutzt. Das bedeutet: Nur 
5 dort, wo die Probe absolut komplementar zu einem fixier- 
ten Oligonukleotid ist, bleibt am Ende der Hybridisie- 
rungs- und Waschprozeduren ein Signal erhalten. Die Un- 
tersuchung einer bekannten Gensequenz auf Mutationen ge- 
lingt, weil sich nicht nur jeder Teilbereich der gesamten 

10 Sequenz in Form von Oligonukleotidsequenzen auf der Ma- 
trix befindet, sondern weil dies auch fur jede mSgliche 
Abweichung von der Normalsequenz zutrifft. Die Effizienz 
der Chip-Pro zedur ruhrt zu einem Teil daher, dafi mit zwei 
einfachen Arbeitsschritten, namlich der Hybridisierung 

15 und dem Waschen, die Sequenzinformation einer Vielzahl 
von Genen oder Genorten erhalten wird. 

2.6. Analysemethoden zur Lanqenmessunq 

20 Einige Ausfuhrungs variant en des erf indungsgemaJJen Verfah- 
rens erfordern am Ende der Prozedur eine extrem schnelle 
und genaue Massebestimmung. Da fur jeden von Zehntausen- 
den Datenpunkten eine Fragment-Langenmessung durchgefuhrt 
werden muJi, ist ein extrem effizientes Melisystem erfor- 

25 derlich. Dafiir kommen nach dem Stand der Technik automa- 
tische Sequenziergerate (U.S. -Patent 4,811,218), Kapilla- 
relektrophorese (z.B. Woolley. A.T., et al., Anal. Chem. 
68, 4081^4086), MALDI-TOF (Siegert, C.W., et al. Anal. 
Biochem. 253, 55-S5) und Auf trennungen mittels chemischer 

30 Markierungen (WO 95/04160) in Frage. Der Stand der Tech- 
nik erlaubt es, wenn auch durch erhebliche Modif ikationen 
und" EinMriduricf in "die heuartige Logfk'des erflndungigeml- " 
Ben Verfahrens, dieses effizient durchzuf uhren. 
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2.6.1. Massenspektrometrische Verfahren 

Kurze DNA-Sequenzen konnen in MALDI-TOF Massenspektrome- 
tern.prazise auf ihre Masse untersucht werden. Weiterhin 
gibt es nach dem Stand der Technik Verfahren, welche die- 
se Analysenmethode nit Primer-Extension Reaktionen kombi- 
nieren. Dabei wird zum Beispiel ein Oligonukleotid spezi- 
fischer Sequenz mit einer DNA- Probe hybridisiert und pro 
Reaktion nur eines der vier Nukleotide hinzugegeben. Wel- 
ches der Nukleptide nach der Hybridisierung von einer Po- 
lymerase an das 3'-Ende des Oligonukleotids angebracht 
wird, erlaubt die Bestimmung der Identitat der Base hin- 
ter dem 3 '-Terminus des Oligonukleotids. Es gibt auch un- 
ter anderem eine Variante dieser Methode, welche. die Be- 
stimmung der Lange von solchen repititiven Sequenzen er- 
laubt, die nur zwei der vier mdglichen Basen enthalt. Da- 
bei werden die zu den vorkommenden Basen komplementaren 
natiirlichen Nukleotide und ein oder beide weiteren, der- 
art modifizierten Nukleotide als Terminatoren zur Polyme- 
rase-Reaktion hinzugegeben, daft hinter der repititiven 
Sequenz die Reaktion zum erliegen kommt. Normalerweise 
sind die Terminatoren ddNTPs. Aus der LSngeimessung kann 
dann die Lange der repititiven Sequenz abgeleitet werden. 



2.7. 



Stand der Technik Methylierunqsanalyse 



Die Modifikation der genomischen Base Cytosin zu 5'- 
Methylcytosin stellt den bis heute wichtigsten und best- 
untersuchten epigenetischen Parameter dar. Dennoch gibt 
es bis heute zwar Methoden, umfassende Genotypen von Zel- 
len und Individuen zu ermitteln, aber noch keine ver- 
gle-ichbaren ftnsatze auch ±rr groBem Maffe epigenotypische 
Information zu generieren und auszuwerten.. 



10 
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Es gibt im Prinzip drei prinzipiell verschiedene Methoden 
den 5-Methyl-Status eines Cytosins im Sequenzkontext zu 
bestimmen. 

Die erste prinzipielle Methode beruht auf der Verwendung 
von Restriktionsendonukleasen (RE) r welche „methylie- 
rungssensitiv" sind. REs zeichnen sich dadurch aus, dali 
sie an einer bestimmten DNA-Sequenz, meist zwischen 4 und 
8 Basen lang, einen Schnitt in die DNA einfuhren. Die Po- 
sition solcher Schnitte kann dann durch Gelelektrophore- 
se, Transfer auf eine Membran und Hybridisierung nachge- 
wiesen werden. Methylierungssensitiv bedeutet, dafi ' be- 
st immte Basen innerhalb der Erkennungssequenz unmethy- 
liert vorliegen raussen, damit der Schnitt erfolgen kann. 
15 Das Bandenmuster nach einem Restriktionsschnitt und Ge- 
lektrophorese andert sich also je nach Methylierungsmu- 
ster der DNA. Allerdings befinden sich die meisten methy- 
lierbaren CpG auJSerhalb von Erkennungssequenzen von REs f 
konnen also nicht untersucht werden. 

20 

Die Empfindlichkeit dieser Methoden ist extrem niedrig 
(Bird, A. P., Southern, E.M., J.Mol. Biol. 118, 27-47). 
Eine Variante kombiniert PCR mit dieskr Methode; eine 
Amplifikation durch zwei auf beiden Seiten der Erken- 

25 nungssequenz liegende Primer erf olgt nach .einem Schnitt . 

nur dann, wenn die Erkennungssequenz methyliert vorliegt. 
Die Empfindlichkeit steigt in diesem Fall auf theoretisch 
ein einziges Molekiil der Zielsequenz, allerdings konnen 
mit hohem Aufwand nur einzelne Positionen untersucht wer- 

30 den (Shemer, R. et al., PNAS 93, 6371-6376). 

Die zweitT- Variante beruht auf par^ieller cfiemischef 
Spaltung von Gesamt-DNA, nach dem-Vorbild einer Maxam- 
Gilbert Sequenzierreaktiqn, Ligation von Adaptoren an die 
35 . so generierten Enden, Amplifikation mit generischen Pri- 
mern und Auftrennung auf einer Gelektrophorese. Mit. die- 
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sem Verfahren konnen definierte Bereiche bis zur Groiie 
von weniger als tausend Basenpaaren untersucht werden. 
Das Verfahren ist allerdings so kompliziert und unzuver- 
lassig, daB es praktisch nicht mehr verwendet wird (Ward, 
C. et al., J. Biol. Chem. 265, 3030-3.033). 

Eine neue Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 
Bisulphit mit Cytosin. Dieses wird unter den entsprechen- 
den Bedingungen in Uracil umgewandelt, welches seinem Ba- 
sen-Paarungsverhalten dem Thymidin, raithin einer anderen 
Base entspricht. 5 -Methyl cytosin wird nicht modifiziert. 
Damit wird die urspriingliche DNA so umgewandelt, dali Me- 
thylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisie- 
rungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch „normale" molekularbiblogische Techni- 
ken nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beru- 
hen auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt werden 
kann. Der Stand der Technik was die £mpf indlichkeit be- 
trifft wird durch ein Verfahren definiert, welches die zu 
untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschliefit, 
dadurch die Diffusion und Renaturierung der DNA 
(Bisulphit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhin- 
dert und alle Fallungs- und Reinigungsschritte durch 
schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. et al., Nucl. Acids. 
Res. 24, 5064-5066). Mit dieser Methode konnen einzelne 
Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode 
veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur einzelne 
Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine 
globale Untersuchung von Zellen auf Tausende von mogli- 
chen Methylierungsereignissen ist nicht moglich. Aller- 
dings kann auch dieses' VeV'fahieri keine Vehr "klVinen" Ftaq- 
mente aus geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. 
Diese gehen trotz Dif fusionsschutz durch die Matrix ver- 
loren. 
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2.8. Stand d er Technik bei der Anwendung der Bisulphit- 
Technik 

Die Bisulphit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnah- 
5 men (z.B. Zeschnigk, M. . et al., Eur. J. Hum. Gen. 5, 94- 
98; Kubota T. et al., Nat. Genet. 16, 16-17) nur in der 
Forschung angewendet . Immer aber werden kurze, spezifi- 
sche Stiicke eines bekannten Gens nach einer Bisulphit- 
Behandlung amplifiziert und entweder komplett sequenziert 
10 (Olek, A. and Walter, J., Nat. Genet. 17, 275-276) oder 

einzelne Cytosin-Positionen durch eine „Primer-Extension- 
Reaktion" (Gonzalgo, M. L. and Jones, P. A., Nucl. Acids. 
Res. 25, 2529-2531) oder Enzymschnitt (Xiong, z. und 
Laird, P.W., Nucl. Acids. Res. 25, 2532-2534) nachgewie- 
15 sen. Alle diese Referenzen stammen aus dera Jahre 1997. 

Das Konzept, komplexe Methylierungsmuster zur Korrelation 
mit phanotypischen Daten komplexer genetischer Erkrankun- . 
gen zu verwenden, geschweige denn uber einen Auswerteal- 
gorithmus wie zum Beispiel ein neuronales Netzwerk auszu- 
werten, ist in der Literatur bisher nicht erwSihnt und ist 
auch nach dem Stand der Technik methodisch nicht durch- 
ftihrbar . 



20 



25 



30 



3, 



Aufgabe der Erfindunq und Ldsung der Aufgabe 



Zusammenfassend weist der Stand der Technik Schwachen 
auf, welche durch das erfindungsgemaBe Verfahren gelost 
werden. 



Die Aufgabe wird dadurch gelost, daii ein Verfahren zur 
Charakterisierung, Klassif izierung und Unterscheidung von 
Geweben und Zelltypen, zur Vorhfersage des" Verhaltehs von 
Geweben und Gruppen von Zellen und zur Identif izierung 
von in ihrer Expression veranderten Genen zur Verfugung 
35 gestellt wird, wobei 
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in einer aus einer beliebigen Gewebeprobe gewonnenen un- 
behandelten, gescherten oder mitteis einer Restriktions- 
Endonuklease gespaltenen genomischen DNA auf an sich be- 
kannte Art und Weise die Base Cytosin, aber nicht 5- 
Methylcytosin durch Behandlung mit einer Bisulphit-LSsung 
in Uracil uragewandelt wird, 

Fraktionen der so behandelten genomischen DNA durch Ver- 
wendung von entweder sehr kurzen oder degenerierten Oli- 
gonukleotiden oder solchen Oligonukleotiden, welche zu - 
vor der Bisulphit-Behandlung an die Enden der gespaltenen 
DNA ligierten Adaptor-Oligonukleotiden komplementar sind, 
aroplifiziert werden, 

insgesamt eine solche Menge der verbleibenden Cytosine 
auf dem Guanin-reichen DNA-Strang und/oder Guanine auf 
dem Cytosin-reichen DNA-Strang aus den amplif izierten 
Fraktionen durch eine Hybridisierung oder Polymerase Re- 
aktion nachgewiesen werden, daB die bei einer solchen 
Analyse generierten und automatisch an einen Verarbei- 
tungsalgorithmus tibertragenen Daten Riickschliisse auf den 
Phanotyp des analysierten Zellmaterials ermoglichen. 

ErfindungsgemaB vorteilhaft ist es, dafi 

die aus dieser Analyse gewonnenen Daten mehrerer oder 
vieler solcher Versuche an DNA-Proben aus phanotypisch 
gleichen oder ahnlichen Zellen oder Geweben in einer 
Trainingsphase iiber ein neuronales Netzwerk oder andere 
Auswertealgorithmen mit dem Phanotyp der Zellen, deren 
DNA untersucht wurde, korreliert werden, 

die bei dieser Trainingsphase in den Auswertealgorithmus 
aufgenommenen Daten iiber den Zusammenhang zwischen Phano- 
typ und Methylierungsmuster dazu benutzt werden, durch 
Generierung eines Methylierungsmusters einer DNA-Probe 
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unbekannten Ursprungs den Phanotyp der Zellen, deren DNA 
untersucht wurde, abzuleiten oder 

die bei dieser Trainingsphase in den Auswertealgorithmus 
aufgenommennen Daten tiber das Methyl ierungsmuster der DNA 
eines bekannten Zelltyps dazu benutzt werden, solche 
Cytosin-Positionen zu . identif izieren, welche in der un- 
tersuchten DNA von dem in der Trainingsphase ermittelten 
Methylierungszustand abweichen. 

Es ist ferner erf indungsgemaJl vorteilhaft, daB die DNA 
vor der Behandlung mit Bisulphit mit solchen Restriktion- 
sendonukleasen gespaltert wird, welche Cytosin im Kontext 
5'-CpG-3' in ihrer Erkennungssequenz enthalten und die 
DNA nur an solchen dieser Erkennungssequenzen spalten, in 
denen Cytosin im Kontext 5'-C P G-3« an der 5 • -Position un- 
methyliert vorliegt. 



ErfindungsgemaB vorteilhaft ist es weiterhin, daB 

bevor die genomische DNA auf an sich bekannte Art und 
Weise mit einer Bisulphit Losung modifiziert wird, diese 
genomische DNA mit einer Restriktionsendonuklease' gespal- 
ten wird, 

die entstehenden Enden durch eine Ligationsreaktion mit 
bekannten, kurzen und doppelstrangigen, auch Adaptoren 
genannten DNA-Sequenzen versehen werden, 

Oligonucleotide, ..die gegen Bisulphit-behandelte Adaptoren 
kompleitrenr^r struct; daza verwendet werden; -aire" auF d£e"s"e" : ' 
Art entstandenen DNA-Fragmente oder Sub-Populationen aus 
der Gesamtheit.aller auf diese Art entstandenen Fragmente 
nach einer Behandlung mit Bisulphit, zu amplif izieren. 
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Bevorzugt ist es dabei, daft die Reaktion einer genomi- 
schen DNA-Probe mit einer Bisulphit -Losung zwecks Umwand- 
lung von Cytosinen zu Uracilen bei gleichzeitiger Erhal- 
tung von Methylcytosih unter zyklischer Variation der Re- 
aktionstemperatur bei Temperaturen zwischen 0 °C und 
100 °C stattfindet. 

Bevorzugt ist es auch, dafi die DNA-Probe vor der Behand- 
lung mit Bisulphit in eine temperierbare, nur fur kleine 
MolekQle durchlassige porose Kapillare, in welcher die 
folgenden Reaktionsschritte der Bisulphitbehandlung durch 
Zu- und Abfuhr der Reagenzien durch Dialyse ausgefuhrt 
werden konnen. 

15 Es ist weiterhin erf indungsgemaB bevorzugt, dalj die DNA- 
Probe vor der Behandlung mit Bisulphit in eine temperier- 
bare, for kleine Molekule undurchlassige Kapillare tiber- 
ftthrt wird, in welcher die folgenden Reaktionsschritte 
der Bisulphitbehandlung durch Zu-.und Abfuhr der Reagen- 
zien durch Zuleitung von Reagenzien durch angeschlossene 
Kapillare ausgefuhrt werden konnen. 



10 



20 



Erf indungsgemaB vorteilhaft ist es auBerdem, dafi die sich 
an die Bisulphitbehandlung anschliefienden Polymerase- 
25 Reaktionen in derselben Kapillare wie die Bisulphitbe- 
handlung oder einer sich an diese Kapillare anschliefien- 
den Kapillare oder einem an diese Kapillare angeschlosse- 
nen Behalter durchgefQhrt werden. 



30 



Vorteilhaft ist es auch, dafi in einer Kapillare, in wel- 
cher Polymerase-Reaktionen mit einer mit Bisulphit- 
behandelten- DNA-Probe erfolgt auch- eine iangentrennung - 
der entstehenden Fragmentpopulation durchfiihrt wird. 



35 



Bevorzugt ist ferner, daB eine behandelte DNA durch Fal- 
lung des Bisulphit von di'esem getrennt wird. 



WO 99/28498 



17 



PCT/DE98/03558 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Es ist weiterhin erf indungsgemaB bevorzugt, daB fur die 
Amplification der Bisulphit-behandelten genomischen Pro- 
ben-DNA Oligonukleotide zweier Klassen korabiniert werden, 
wobei die Oligonukleotide der einen Klasse die Base Cyto- 
sin oder deren Ana loge nicht, ausschlieBlich im Kontext 
5'-CpG-3', in nur sehr geringem MaBe oder nur in fur die 
Amplifikation unwesentlichen Bereichen der Oligonukleoti- 
de enthalten und wobei die Oligonukleotide der anderen 
Klasse die Base Guanin oder deren Analoga nicht, aus- 
schlieBlich im Kontext. S'-CpG-S 1 , in nur sehr geringem 
MaBe oder nur in fur die Amplifikation unwesentlichen, 
wie zum Beispiel 5 '-Bereichen der Oligonukleotide enthal- 
ten und wobei beide Klassen von Oligonukleotide entweder 

a) so kurz sind, daB in einer Amplifikation mit nur je 
einem Vertretef beider Klassen mehr als hundert verschie- 
dene Fragmente amplifiziert werden oder 

b) diese Oligonukleotide so viele sogenannte degenerierte 
Positionen enthalten, daB in einer Amplifikation mit nur 
je einem Vertreter beider Klassen mehr als hundert ver- 
schiedene Fragmente amplifiziert werden oder 

O so viele Vertreter beider Klassen von Oligonukleotiden 
in einer Amplifikation verwendet werden, dafi mehr als 
hundert verschiedene Fragmente amplifiziert werden. 

Vorteilhafterweise ist es optional vorgesehen, daB die 
behandelte und amplif izierte DNA in separaten Ansatzen 
zum Zwecke einer Polymerase-Reaktion mit in jeder Reakti- 
on unterschiedliehen Oligonukleotiden gemlscht wifd," wel- 
che 

an deren 5 '-Termini zu den Adaptoren oder generell fiir 
die Amplifikation dec Bisulphit-behandelten Oligonukleo- 
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tide komplementar sind und 

welche an deren 3 '-Termini in jeder Reaktion unterschied- 
lich sind und 

deren variable 3 '-Termini hinter der bekannten Adaptor- 
Sequenz oder Oligonukleotid-Sequenz beginnen 

und deren variable 3 '-Termini uber die bekannte Adaptor- 
Sequenz zwischen zwei und zwSlf Nukleotide in die unbe- 
kannte Tempiat-DNA Sequenz hineinreichen. 

Dabei ist es wiederum besonders bevorzugt, daii solche Re- 
aktionen, in welchen eine Polymerasereaktion mit Oligonu- 
kleptiden gestartet wird, welche zu einer mit Bisulphit 
behandelten DNA komplementar sind, auBer den drei Nukleo- 
tiden dATP, dTTP und dCTP oder Analogen dieser drei Nu- 
kleotide 

ein zur Base Cytosin komplementares Nukleotid-Analog ent- 
halten, welches nach Einbau durch die Polymerase jede 
weitere Strang-Verlangerung blockiert oder 

gar kein zur Base Cytosin komplementares Nukleotid oder 
Nukleotid-Analog enthalten. 

Weiterhin ist dabei erf indungsgemaB bevorzugt, daJi solche 
Reaktionen, in welchen eine Polymerasereaktion mit Oligo- 
nukleotiden gestartet wird, welche zu einer mit Bi- 
sulphit-behandelten DNA komplementaren DNA komplementar 
sind aufier den drei Nukleotiden dATP, dTTP und dGTP oder 
Analogen dieser drei "NuTcreotibTe^ - — - 

ein zur Base Guanin komplementares Nukleotid-Analog ent- 
halten, welches nach Einbau durch die Polymerase jede 
weitere Strang-Verlangerung blockiert oder 
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gar kein zur Base Guanin komplementares Nukleotid oder 
Nukleotid-Analog enthalten. 

Ganz besonders bevorzugt ist es dabei auch, daB die Ter- 
mination einer Polymerase.Reaktion an den Stellen. an de- 
nen vormals Methylcytosin in der DNA-Probe enthalten war 
durch solche Terminatoren vonstatten geht, welche selber 
in einer solchen Art und Weise modifiziert sind, daB sie 
die Detection der spezifisch terminierten Polymerase- 
Reaktionsprodukte ermoglichen. 

Weiterhin ist erf indungsgemaJS vorgesehen, daB die ver- 
schiedenen, aus einer geeigneten Kombination resultieren- 
de Fragment gemische der einzelnen Reaktionsansatze auf 
individuelle Punkte der Ionenquelle eines MALD1-T0F oder 
anderen Massenspektrometers aufgetragen werden und die 
Fragment- Zusammensetzungen der einzelnen Reaktionen durch 
Massebestimmung aller DNA-Fragmente bestimmt werden. 

Ferner ist es bevorzugt, daB die verschiedenen, aus einer 
geeigneten Kombination resultierende Fragmentgemische der 
einzelnen Reaktionsansatze auf individuelle Bahnen einer 
Gelelektrophorese aufgetragen werden und die Fragment- 
Zusammensetzungen der einzelnen Reaktionen . durch Langen- 
messung aller DNA-Fragmente bestimmt werden. 

Vorteilhafterweise ist es erf indungsgemafi vorgesehen, dafi 
die erfindungsgemaJi definierten Oligonukleotide, mit de- 
nen Polymerase-Reaktionen gestartet werden, mit solchen, 
je Oligonukleotid unterschiedlicher Sequenz unterschied- 
lichen -chemischen Marki^rungen -gekoppelt sind, daB deren 
chemische und/oder physikalische Eigenschaf ten eine De- 
tektion und Unterscheidung der verschiedenen Markierungen 
mit gangigen chromatographischen oder massenspektrometri- 
schen Verfahren erlauben. 
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Hierbei ist es insbesondere vorteilhaft, 



daft 



die im ersten Amplif ikationsschritt hergestellte Frag- 
ment -Frakt ion der zu untersuchenden, Bisulphit- 
behandelten DNA mit zwei oder mehr chemisch unterschied- 
lich markierten Oligoniikleotiden gleichzeitig gemischt 
wird, . 

diese Oligonukleotide in einem Reaktionsansatz als Primer 
fur eine Polymerasereaktion benutzt werden, 



die entstehende komplexe Mischung von Fragmenten in einem 
ersten analytischen Schritt einer elektrophoretischen 
15 Langentrennung unterzogen wird und 

die einzelnen Langenf raktionen der aus der aus der Elek- 
trophorese resultierenden Fragmentgemische einer chroma- 
tographischen oder massenspektrometrischen Analyse unter- 
zogen werden, welche in jeder Langen frakt ion die Prasenz 
oder Absenz der die Oligonukleotide charakterisierenden 
chemischen Markierungen detektiert. 



Es ist erfindungsgemafl ferner vorgesehen, daB auf eine 
Oberflache Oligonukleotide aufgebracht werden, welche 

entweder die Base Cytosin oder deren Analoge nicht, nur • 
im Kontext 5'-CpG-3' oder nur in fur eine Hybridisierung 
mit einer Proben-DNA nicht wesentlichen Bereichen enthal- 

ten 



Oder die Base Guanin nicht, nur im Kontext 5'-C P G-3' oder 
in fttr-eine Hybridisierung mit einer Proben-DNA unwesent- 
35 lichen Bereichen enthalten. 
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Dabei ist es erf indungsgemaB bevorzugt, daB die Bi- 
sulphit-behandelte und erf indungsgemaB amplif izierte Pro- 
ben-DNA 

mit auf einer Oberflache fixierten Oligonukleotiden hy- 
bridisiert wird, welche in an sich bekannter Art und Wei- 
se so auf dieser Oberflache fixiert sind, daB an jedem 
Punkt der Oberflache bekannt ist, welche Oligonukleotid- 
Sequenz sich an genau diesem Punkt befindet, - eine Hy- 
bridisierung der amplif izierten Proben-DNA mit den fi- 
xierten Oligonukleotiden nur dann erfolgt oder nach ge- 
eigneten Waschschritten bestehen bleibt, wenn Oligonu- 
kleotide und Proben-DNA in den fur eine Hybridisierung 
wese.nt lichen Bereichen vollstandig komplementar sind. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Kit, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens zwei der 
erf indungsgemaB definierten Komponenten (zum Beispiel ei- 
ne Kombination von Oligonukleotiden zur Amplif ikation Bi- 
sulphit-behandelter DNA und auf einer Matrix fixierten 
Oligonukleotiden zur Detektion) zur Behandlung von DNA 
mit Bisulphit, Amplif ikation dieser behandelten DNA und 
darauf folgender Detektion des Methylierungsstatus von 
mehr als huhdert CpG Dinukleotiden eines Saugergenoms in 
25 einer Reaktion so kombiniert werden, daB eine klinisch 

relevante Diagnose einer Krebserkrankung gestellt werden 



kann. 



Das Verfahren 15st die Aufgabe, eine extrem groBe Menge 
an Parametern zu ermitteln, welche fur das Verhalten von 
Zellen diagnostisch sind. Daftir muB sowohl ein vollig 
neues i^onzept ^ur Analyse von Zellen efarbeitet, vbTIIg 
neue Auswertemechanismen an dieses gekniipft werden und 
weiterhin die technische Basis fur. die Generierung der 
35 Daten bereitgestellt werden. Das Verfahren nutzt zum er- 
sten Mai potentielle Informativitat der Cytosin- 
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Methylierung aus und stellt die dafur notwendigen analy- 
tischen Verfahren und damit verbundenen Auswertealgorith- 
men zur Verfugung. Das erf indungsgemaBe Verfahren dient 
daher dazu, bei von erblichen Defekten betroffenen Zellen 
solche sekundar involvierten Gen-Loci ausfindig zu ma- 
chen, welche durch Methoden nach dem Stand der Technik 
theoretisch nicht oder aber nur sehr schwer ermittelt 
werden kdnnten: Das Verfahren weist genetisch veranderte 
Loci nach, deren edaher mdglicherweise epi-) genetische 
Veranderungen keine wirkliche Anderung der Basensequenz 
beinhaltet. Auf diesem Wege legt das erf indungsgemaBe 
Verfahren Ziele fur neue therapeutische Strategies of fen. 
Das Verfahren I5st weiterhin die Aufgabe, entartete Zel- 
len so zu klassif izieren, daB wesentlich mehr und genaue- 
re Korrelationen zwischen (Epi-) Genotyp und Phanotyp ge- 
schaffen werden, als nach dem Stand der Technik moglich 
sind. Das erf indungsgemaBe Verfahren ermSglicht es dar- 
iiber hinaus, eine Vorhersage (ibex das wahrscheinliche zu- 
ktinftige Verhalten entarteter Zellen und die Reaktion 
solcher Zellen auf Stimuli von innerhalb und auBerhalb 
des Korpers zu treffen. Es leistet damit letztendlich 
auch Hilfestellung bei der Auswahl der besten Therapiean- 
satze bei Krebserkrankungen. Weiterhin ermoglicht es das 
Verfahren, die genetischen und/oder biochemischen Gemein- 
samkeiten von rumorzellen zu ermitteln, welche phanoty- 
pisch ahnlich aber genotypisch (soweit nach dem Stand der 
Technik feststellbar) unterschiedlich sind. Die Vermu- 
tung, auf der dieser Anspruch des Verfahren basiert, be- 
inhaltet, daB verschiedenste Genotypen zu sehr ahnlichen 
Epigenotypen und damit zu sehr ahnlichen Phanotypen fuh- 
ren konnten. Damit ist das vorgeschlagene Verfahren auch 
in der- iiage, - scrtche Verancterang-'ttSr ^WreTablf-Von Tu- " 
morzellen zu detektieren, welche nicht, Oder nur indirekt 
durch Veranderungen der Basensequenz verursacht werden. 
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4. AusfQhrliche Be schreibunq der Losung der Aufaabenstel- 
lung dufch das exf indungsqemaBe Verfahren 

Das vorgeschlagene Verfahren I6st die beschriebene Aufga- 
benstellung auf innovative Art und Weise durch Kombinati- 
on und Verbesserung verschiedener Verfahren des Standes 
der Technik. Bestimmte erf indungsgemalJe Modif izierungen 
dieser an sich bekannten Verfahren dienen dazu, diese an 
die neuen Anforderungen anzupassen, so dali ein vollig 
neues Gesamtverf ahren entsteht, welches im folgenden an 
Hand von bevorzugten Verf ahrensvarianten beschrieben und 
durch Beispiele ausgefuhrt wird. 

, 4.1. Vorbehan dlu n q der DMA-Probe vor der Behandlung durch 
eine Bisulphit-Losunq 

Grundsatzliche Verf ahrensschritte, wie zum Beispiel die 
Isolation von Gewebe oder Zellen und die Extraktion von 
DNA aus diesen, finden in an sich bekannter Art und Weise 
statt. Die Extraktion der DNA fur die weitere Analyse 
wird allerdings be.i den bevorzugten Verfahrensvarianten 
in einem sehr kleinen Volumen stattf inden,meist, wie die 
eigentliche Behandlung mit Bisulphit selber, in einer 
Schicht von 01, welche alien Kontakt zur Aufienwelt ver- 
hindert. Dies dient dazu die Verluste an DNA so gering zu 
halten, dafi auch bei kleinsten Ausgangsmengen ein repro- 
duzierbares Ergebnis gewahrleistet ist. Die Extraktion . 
der DNA aus Zellen oder Geweben kann auch direkt in einer 
wie unten beschriebenen Kapillare stattfinden, in der 
dann auch alle Folge-Reaktionen durchgefuhrt werden kon- 
nen. Eine Beschrankung des Extraktionsvolumens ist aller- 
dings .kein -notwendiger Best^ndteil des vorgeschlagenen 
Verfahrens. 
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Extrahierte DNA kann nun unbehandelt der Bisulphit- 
Behandlung zugefuhrt werden, geschert, oder mit Restrik- 
tionsendonukleasen spezifisch gespalten werden. 

Das erf indungsgemMfte Verfahren kann an diesern Punkt in 
zwei unterschiedliche Verfahrensvarianten unterteilt wer- 
den. Eine Variante, innerhalb derer die letztendliche De- 
tektion der einzelnen Methyl-Cytosin Positionen durch ei- 
ne Hybridisierung mit Oligonukledtiden durchgefuhrt wird, 
bedarf an diesern Punkt normalerweise keiner weiteren Vor- 
behandlung der DNA. Eine zweite Variante, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die genomweite Amplif ikatidn der DNA-Probe 
durch Oligonukleotide erfblgt, welche gegen an die Enden 
der DNA ligierte, mit Bisulphit behandelte Adaptor en kom- 
plementar sind, bedarf der Ligation von solchen Adaptoren 
an die einzelnen Fragmente der gespaltenen DNA. Die Adap- 
toren sind kurze, doppelstrangige DNA-Molekule, die in 
der Regel an einem Ende einen eifizelstrangigen Oberhang 
aufweisen. Dieser Oberhang ist zu den Enden der geschnit- 
tenen DNA-Probe komplementar, so daJi an beide Enden der 
DNA-Fragmente der Probe ein solcher Adaptor mittels einer 
geeigneten Ligase angebracht werden kann. Dazu werden 
solche Mengen von Adaptoren hinzugegeben, dafl diese in 
Relation zur Zahl der Fragment-Enden im Oberschuft vorlie- 
gen. Die Ligationen von Adaptoren an Proben-Fragraente 
kdnnen aber im Prinzip auch ohne komplementare einzel- 
strangige Oberhange durchgefuhrt werden. Die Einzelnen 
Reaktionen sind dabei im Prinzip Stand der Technik 
(Sambrook et al. Molecular Cloning: A laboratory manual, 
CSHLP, 1989) , ' solleh also nicht weiter ausgefuhrt werden. 
Die Kombination der Ligation von Adaptoren mit Bisulphit- 
BehahdXung ~uhd~ nacHTbXgendef "gWdmw~eT"ter Amplif ikation" ~ 
ist prinzipiell innovativ und in Literatur und Patentli- 
teratur nicht erwahnt. 
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4.2. ErfindunqsgemaBe Modif ikationen der Bisulphit- 
Methode 

Grundlage aller erf indungsgemaBen Verf ahrensvarianten ist 
die Methode der Modification von einzelstrangiger DANN 
durch Bisulphit. Urn einige der erf indungsgemaBen Verf ah- 
rensvarianten zu ermoglichen, sind allerdings einige Mo- 
difikationen der Bisulphit-Methode erf orderlich. 

Hauptsachliche Varianten dieser Methode beruhen zum einen 
auf der Tatsache, dafi nicht nur sehr kleine Gesamtmengen 
von Ausgangsmaterial benutzt werden sollen (im Grenzfall 
nur eine oder einige zehn Zellen) , sondern einige Verfah- 
rensvarianten auch die Verwendung sehr kleiner Fragmente 
erfordern. Zum anderen ist es fur eine routinemaSige An- 
wendung des erf indungsgemaBen Verfahrens in der klini- 
schen Diagnostik notwendig, alle Verf ahrensschritte so zu 
automatisieren, daB ein mSglichst hoher Grad an Reprodu- 
zierbarkeit erreicht werden kann. 



Alle Schritte der Bisulphit-Methode sollen daher in sehr 
kleinem Volumen unter vdllige Abschottung von der 
„AuBenwelt" stattfinden. Der EinschluB der Bisulphit Re- 
aktion in eine Agarose-Matrix stellt dabei schon einen 

25 Fortschritt hinsichtlich der Diffusion von Fragmenten 
dar, trotzdem findet die Reaktion immer noch in einem 
sehr groBen Volumen wafiriger Bisulphit-Losung statt. Da- 
durch konnen kleine, wichtige DNA Fragmente in die Losung 
diffundieren und gehen somit fur die weitere Analyse ver- 

30 loren. 

Teil- des- er-f indungsgemafien - Verfahrens" 1st die' Ausfuhrung 
der Bisulphit-Methode unter Verzicht auf jegliches AuBen- 
volumen. Die Bisulphit-Reaktion wird zum Beispiel unter 
35 Oel in einem Volumen von nur 1 ml bis 10 ml durchgef iihrt, 
alle Bestandteile k6nnen so direkt von einem Roboter un- 
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ter das Oel pipetiert werden und formen dort einen ein- 
zelnen Tropfen, in deih alle weiteren Reaktionsschritte 
vonstatten gehen. Die Schwierigkeit der Herstellung einer 
Bisulphit-Losung mit Konzentrationen, wie sie nach dem 
5 Stand der Technik erforderlich sind, und die Tatsache, 
dafi die Losung dieses Dilemmas nach Stand der Technik 
durch Verwendung niedrigerer Reaktionszeiten bei geringe- 
rer Bisulphit-Konzentration zu signif ikanten Schaden an 
der DNA-Probe fiihrt, werden durch das erf indungsgemaBe 
10 Verfahren gelost . 

Dieses Verfahren nutzt die Tatsache, dafl die verschiede- 
nen Reaktionsschritte der Bisulphit-Reaktion Gleichge- 
wichtsreaktionen sind. Diese Gleichgewichte liegeh bei 
den zwei wichtigen Reaktionsschritten. der Sulphonierung 
des Cytosin und der nachf olgenden Deaminierung . bei un- 
terschiedlichen Teiaperaturen auf der richtigen 
(sulphonierten und deaminierten) Seite. Beriicksichtigt 
man die Kinetiken, mit denen sich die jeweiligen Gleich- 
gewichte einstellen, so erweist es sich als ntitzlich die 
Bisulphit-Reaktion unter zyklischen Bedingungen, bei 
wechselnden Temperaturen durchzufuhren . Eine bevorzugte 
Verfahrensvariante beinhaltet einen Wechsel von 4 °C (10 
tain) auf 50° (20 min) . Alle anderen Temperaturen und Re- 
aktionszeiten bei bestimmten Temperaturen sollen aber in 
das erfindungsgemaBe Verfahren eingeschlossen sein. Zum 
Beispiel kann es sich unter bestimmten Bedingungen als 
vorteilhaft erweisen, wenn wesentlich kurzere Reaktions- 
zeiten eingestellt werden. Es ist auch nutzlich und 
grundsatzlich neuartig, zwischen einen Deaminations- 
schritt (bei hoher Temperatur, >=50 °C) und einen darauf- 
folgendeh erneuten SulphbhTejfuhgVscKrftt" einen "Schritt" 
einzuftigen, bei dem die zu untersuchende DNA erneut bei 
sehr hoher Temperatur- denaturiert wird. Denaturie- 
rungstemperaturen liegen in der Regel fiir hochmolekulare 
DNA bei >90 °C f kbnnen aber innerhalb des zu schutzenden 
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Verfahrens a.uch darunter liegen. Dies hat zwei Griinde. 
Einer.seits gibt es Verfahrens variant en, bei denen sehr 
kurze DNA-Fragmente untersucht werden. Zu anderen sinkt 
in jedem Reaktionszyklus durch erfolgte Konvertierung von 
Gytosinen zu Uracilen die Komplementaritat zwischen den 
Strangen. Daher kann ein zyklisches Reaktionsprotokoll 
sehr komplex aussehen. Die Denaturierungstemperatur kann 
zum Beispiel in den ersten. Zyklen bei tlber 90 °C liegen, 
in spateren Zyklen aber niedriger reguliert werden. Mehr- 
stufige Reaktionen konnen in alien Aspekten nur durch ex- 
trem aufwendige Testreihen optimiert werden. Der bean- 
tragte Schutz soli sich daher allgemein auf zyklisch 
durchgefiihrte Bisulphit-Reaktionen beziehen. 

15 Eine weitere Losung der oben erwahnten Probleme mit dem 
Stand der Technik beruht auf der Verlegung eines oder 
mehrerer Schritte des Verfahrens in eine Kapillare. Dabei 
gibt es prinzipiell zwei Varianten. Die Kapillare kann 1) 
dicht sein und 2) nach der Art eines sehr dunnen Dialyse- 

20 schlauches fur gewisse Losungsmittel durchlassig sein. 

Die Variante nach 1) beinhaltet, dafi ein, wie in den obi- 
gen Beispielen beschriebener Tropfen mit DNA, Bisulphit 
und Radikalfanger in wafiriger Losung durch eine von auflen 
beheizbare und kUhlbare Kapillare gefuhrt wird. Der Trop- 
fen kann dabei durch eine Flussigkeit oder Gasphase in- 
nerhalb der Kapillare isoliert sein. Alle Reaktionen fin- 
den dann innerhalb dieser Kapillare statt, zusatzliche 
Reagenzien konnen durch Einmvindungen hinzugegeben werden. 
Da diese Kapillare nach Variante 1) nach auBen hin vollig 
abgeschlossen ist, muB allerdings ftir nachfolgende Reak- 
tionssehritt-e eine -Matrix-Losung hinzugegebe-n- weraen, 
wel.che die oben genannten Probleme hervorruft und erfin- 
dungsgemaBe Losungen benotigt. 
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Die Variante nach 2) beinhaltet, dafi zunachst nur die DNA 
Losung, nach entsprechender Vorbehandlung durch erfin- 
dungsgemaBe oder andere Verfahrensschritte durch die po- 
rose Kapillare gefuhrt wird. Die Kapillare selber wird 
durch Behalter mit Losungen gefuhrt, welche fur Reakti- 
onsschritte innerhalb der Kapillare benbtigt werden. Kon- 
kret wird die DNA Losung innerhalb der Kapillare bei die- 
ser Variante zunachst durch eine Bisulphit-LSsung ge- 
fuhrt, welche zusatzlich entweder zyklisch temperiert 
werden kann oder bei konstanter Temperatur vorliegt. In 
einem weiteren Schritt wird nach erfolgter Bisulphit- 
Reaktion die Kapillare durch eine Dialyse-Losung, dann 
durch eine alkalische Losung und schlieiilich durch eine 
weitere Dialyse-Losung gefuhrt. Nach diesen Schritten der 
Bisulphit-Behandlung in der Kapillare konnen, dies soil 
eine weitere Verf ahrensyariante darstellen, auch alle 
weiteren PCR und Primer-Extensions-Schritte in der selben 
Kapillare durchgefuhrt werden. In dem Fall, dafi die ver- 
schiedenen Primer far die Primer-Extension erf iridungsge- 
mafi durch eine besondere chemische Modif izierung markiert 
sind, so kann auch direkt an alle diese PCR und Primer- 
Extensions-Schritte in einer Verlangerung derselben Ka- 
pillare eine Kapillarelektrophorese ausgefuhrt werden. 
Diese trennt die Extensionsprodukte der Lange nach, eine 
nachfolgende massenspektrometrische oder chromatographi- 
sche oder optische Analyse trennt dann die gesammelten 
Greiienfraktionen nach ihrer Markierung hih auf und gene- 
riert damit in der zweiten Analysedimension das Ergebnis- 
Spektrum oder Ergebnis-Chromatogramm. 

Die Verwendung einer Kapillare fiir die Bisulphit und PCR 
und/oder Extensions-Reaktionen erleicht-ert auch ai'e Vef- " ' 
wendung einer anderen der erf indungsgemafien Detektionsva- 
rianten. Die Fragmente k5nnen namlich direkt nach der 
Amplifikation in eine Kapillare geleitet werden, welche, 
wie weiter unten beschrieben, die fur die einzelnen Me- 



10 



30 



W ° 99/28498 PCT/DE98/03558 

29 

thylcytosin spezifischen Oligonukleotide als Hybridisie- 
rungspartner auf der Innenseite tragt. 

Eine weitere Verfahrensvariante hierzu beruht auf einer 
anderen Eliminierung der hochmolare Bisulphit-Losung, als 
durch Dialyse. Die Vorteile dieser Variante eliminieren 
einen weiteren Nachteil der bisher beschriebenen Varian- 
ten. 



Jede Dialyse in Agarose lafit Teile der Prozedur in einem 
groBen Volumen waBriger. Losung stattf inden.. Dabei droht 
ein Verlust an DNA-Fragmenten durch . Diffusion . Ein Pro- 
blem bei Varianten, welche in einer Kapillare stattf inden 
ist, dali ein- geringer, aber bei kleinsten Mengen DNA 
15 eventuell signif ikanter Prozentsatz an DNA-Fragmenten an 
die Innenwandung der Kapillare bindet und so fur die Ana- 
lyse verloren gehen kann. 

Daher wird folgendes Verfahren vorgeschlagert: Die DNA- 
20 Extraktion wird, wie be.schrieben, in einem sehr kleinen 
Volumen unter einer Olschicht vorgenommen. In der bevor- 
zugten Verfahrensvariante handelt es sich urn ein Volumen 
von 1 ul. Naturlich wird das Verfahren von Verwendung 
kleinerer oder grSBerer Volumina nicht wesentlich veran- 
25 dert. Also fallen diese auch in den beantragten Schutzbe- 
reich. Die DNA wird denaturiert (wie zitiert) . Die. notige 
Bisulphit-Konzentration wird dann durch Zugabe eines gre- 
Beren Volumens einer Bisulphit-Losung (beispielsweise von 
4 ul) zugegeben, welche etwas grdlier ist, als fur die ei- 
gentliche Behandlung notwendig ist, so daJJ sich die ben6- 
tigte Endkonzentration und pH automatisch unter dem 01 
einstellen. Baxaufhin wird die- Brsulphit-Reaktion auf ei- 
ne der beschriebenen Arten durchgef iihrt . 
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Im nachsten Verf ahrensschritt wird (in einer erfindungs- 
gemali bevorzugten Verfahrensvariante) eine gleiche Mol- 
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menge eines Salzes, zum Beispiel Barium-Hydroxid in L6- 
sung hinzugegeben, dessen Ration mit dem Bisulphit ein 
unlosliches Salz bildet und somit aus der L6sung aus- . 
fallt. Die Zugabe dieser LSsung bewirkt aufierdem einen 
Anstieg des pH auf Werte, bei denen die Desulphonierung 
der in den ersten Reaktionsschritten sulphonierten und 
deaminierten Cytosine stattfinden kann. Wahrend der 
Desulphonierungs-Reaktion, welche sehr schnell ablauft, 
kann das ausgefallene Bisulphit-Salz durch kurze Zentri- 
fugation von der waBrigen ProbenlSsung getrennt werden. 
Es wird aber vorgezogen, ein Salz zu verwenden, welches 
die f olgenden Eigenschaf ten hat . Das Ration bildet tnit 
dem Bisulphit ein. Salz, welches auch unter den Bedingun- 
gen des Amplif ikations-Prozesses unlSslich bleibt und den 
Amplifikations-ProzeS in keiner Weise nachteilig beein- 
fluJJt. Auch darf keines der Ioneh, welche bei einem sol- 
chen ProzeB nicht aus der Losung ausfallen, in den Men- 
gen, in denen solche Ionen dann vorliegen, den Amplifika- 
tions-Prozefi storen. Die mdgliche Storwirkung solcher 
Salze im Amplif ikations-Prozefi kann aber auch umgangen 
werden, indem extrem prazise angesetzte Salzlosungen ver- 
wendet werden, welche mit ebenso extremer Genauigkeit 
pipettiert werden konnen. Die Verwendung identischer Men- 
gen von Salzen fuhrt zu einer quantitativen Eliminierung 
der potentiell storenden Ionen. Die Verwendung von Kalium 
Bisulphit oder anderer Gegen-Ionen zum Bisulphit, die mit 
den nachf olgenden Amplif ikationspuf fern komplementar er- 
leichtern auch das im Folgenden beschriebene Umpuffern 
fiir die Amplif ikations-Reakt ion. 



Im nachsten Verf ahrensschritt wird dann ein weiteres Vo- 
lumen einer Loiung unter das "Ol gegeben," welche "die f ol- 
genden Eigenschaf ten hat. Die- Salzkomposition ist derart, 
daii bei Mischen mit der unter 01 vorliegenden Losung der' 
35 behandelten DNA solche Salzkonzentrationen und pH entste- 
hen, die einen enzymatischen Amplif ikations-ProzeB erlau- 
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ben. Dabei konnen alle thermostabilen Polymerasen ^jeden 
Ursprungs verwendet werden. Die Art der verwendeten Poly- 
merase ist unwesentlich, kann auch entsprechend den vor- 
herrschenden Puf f erbedingungen variiert werden und es 
soil daher ein Schutz fur die Verwendung aller solcher 
Polymerasen beantragt werden. Zweitens ist eine solche 
Polymerase, alle Nukleotide. und die beriotigten pligonu- 
kleot id-Primer in dieser Losung enthalten. Nach Zugabe 
dieser Losung kann also direkt im selben Reaktionsgefafi 
eine Amplifikation erfolgen. Damit ist jeder Kontakt mit 
der „AuBenwelt" wahrend der gesamten Verf ahrensablaufe 
unmoglich; es kann keine noch so kleine Probenmenge ver- 
loren gehen. 

4.3. Genomweite oe nerische Amplif ikationen Bisulp hit- 
behandelter DNA 

Die Detektion Tausender bis Millionen von Methylcytosin- 
Positionen erfordert in jedem Falle eine Amplifikation 
eines groBen Prozentsatzes aller ,m6glichen Sequenzen ei- 
nes Prpben-Genoms. Dieser Teil des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens soil, wie schon im Absatz „Vorbehandlung", in 
zwei prinzipiell unterschiedliche Varianten unterteilt 
werden. 

Die erste Variant e dieses Verfahrensschrittes beruht auf 
der Ligation von Adaptoren an die f ragmentierte DNA vor 
der Bisulphitbehandlung. In der einfachsten Form wird 
hierftir ein OXigonukleotid verwendet, welches gegen die 
Adaptor-Sequenzen komplementar ist, so wie sie nach. einer 
Bisulphitbehandlung vorliegen. Dabei kann dieses Oligonu- 
kleotid ittit j-edem- belisbigen- Bereich der Adaptor-Sequenz 
hybridisieren. Dies fuhrt im Falle einer Polymerase- 
Reaktion mit diesen Komponenten theoretisch zu einer . 
Amplifikation aller Fragmente mit Adaptoren an beiden En- 
den. Beispielsweise konnten dies alle Fragmente sein, die 
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eine.vorherige Spaltung mit einer Restriktionsendonuklea- 
se ergibt. Fur einige Verf ahrensvarianten ist es aber, 
auf Grund der limitierten Zahl der einzelnen Fragmente, 
die eine solche Amplif ikation produziert, notwendig, nach 
einer kleinen Anzahl von Amplif ikationszyklen die Reakti- 
on in verschiedene Teilreaktionen zu unterteilen. Diese 
Teilreaktionen konnen nun mit Oligonukleotiden durchge- 
ftihrt werden, welche einige uber die eigentliche Adaptor- 
sequehz hinaus, hamlich zwischen einer und vier Basen, in 
die unbekannte Sequenz der verschiedenen Fragmente hin- 
einreichen. Die Oligonukleotide der verschiedenen Reak- 
tionen werden so gewahlt, daS jedes einen solchen Teil 
aller mOglichen unbekannten Sequenzen abdeckt, daB die 
Gesamtheit aller dieser Oligonukleotide in den verschie- 
denen Reaktionen alle moglichen Sequenzen abdeckt, die 
theoretisch hinter den bekannten Adaptorsequenzen vorlie- 
gen konnen. Zum Beispiel konnen vier Reaktionen angesetzt 
werden, wobei das Oigonukleotid der ersten Reaktion am 
3' -Terminus hinter der bekannten Adaptor- komplementaren 
Sequenz die Base Adenin enthalt, die zweite ein Cytosin, 
die dritte Guanin und die vierte Thymidin. Dieses Prinzip 
kann naturlich auchmit mehr als vier verschiedenen Reak- 
tionen durchgefuhrt werden, wobei dann die Sequenz am 3'- 
Terminus der Oligonukleotide. mehr als eine Base betragt. 
Dabei konnen Positionen am 3' -Terminus der Oligonukleoti- 
de auch sogenannte degenerierte Positionen aufweisen. 
Dies bedeutet, daft an einer Position mehr als eine Base 
mit ahnlicher Effizienz an das Oligonukleotid gekoppelt 
wird Oder zwei oder mehr Oligonukleotide mitnicht- 
degenerierter Sequenz gemischt werden. Damit lasseh sich 
alle m6glichen Sequenzen in Gesamtzahlen von Reaktionen 
abdecken, welche hlcht P6te££en "der " Zahl vier" sind." " " ~ 

Auf diese Art kann in jeder Reaktion eine Subpopulation 
aller Fragmente amplifiziert werden, was eine hohere Ver- 
lSfilichkeit und hohere Amplif ikation der einzelnen Frag- 
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mente ermSglicht. Im Prinzip ist auch eine schrittweise 
Aufteilung der Reaktionen moglich, so daJl eine erste Zahl 
von Amplifikationszyklen mit nur einem, alle Sequenzen 
abdeckenden Oligonukleotid durchgefiihrt wird, die Reakti- 
on daraufhin auf zum Beispiel auf vier Reaktionen mit pro 
Reaktion einer spezifischen 3 '-Base aufgeteilt wird und 
sich einige weitere Amplifikationszyklen, gefolgt von ei- 
ner pder mehr Aufteilungen anschliefien. Ein wesentlicher 
Punkt hierbei ist die genaue Bemessung der Menge der zu- 
gegebenen Oligonukleotide. Idealerweise wird zu jeder 
Reihe von Amplifikationszyklen eine solche Menge der Oli- 
gonukleotide hinzugegeben, daJi diese vollig oder fast 
vollig wahrend der Reaktion aufgebraucht werden. Dann 
kann die Reaktionsmischung jedes Zyklus direkt und auto- 
matisch in weitere Schritte Qbertragen werden. 

Die prinzipiell alternative Variante bedarf keiner vorhe- 
rigen Ligation von Adaptoren an vorgeschnittene DNA. Im 
Stand der Technik sind einige Verfahren beschrieben, wel- 
che genoraweite Amplif ikatipnen von DNA mit mehr oder we- 
niger Erfolg erreichen. Alle diese Verfahren mussen fur 
das erfindungsgemafie Verfahren modifiziert werden. Wir 
haben die Verwendung vort drei verschiedenen Verfahren er- 
probt. Zunachst, und als bevorzugte Variante verwenden 
wir eine Modifikation der beschriebenen „ DOPE "-Technik. 
Im Gegensatz zu in der Literatur erwahnten Verfahren ver- 
wenden wir zwei oder mehr unterschiedliche Oligonukleoti- 
de in jeder Amplif ikation, welche sich in . zwei Klassen 
einteilen lassen. Diese Klassen sind dadurch charakteri- 
siert, dafi in der einen die Base Guanin, in der anderen 
die Base Cytosin nicht, kaum oder nur im S'-Bereich ver- 
treten -s-iad.. -wemj diese Basen- uberhaupt - in der Sequenz 
dieser. Oligonukleotide vorhanden sind, so dann normaler- 
weise im Kontext der Sequenz 5'-CpG-3', Dies hat den 
Zweck, daft, diese Klassen von Oligonukleotiden je nur ent- 
weder auf den beiden nach der Bisulphit-Behandlung vor- 
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liegenden (G-reichen) Strangen, beziehungsweise den mit- 
tels Polymerase-Reaktion von diesen Strangen kopierten 
(C-reichen) Gegenstrangen hybridisiert . Durch Kombination 
von Vertretern dieser beiden Sequenzklassen kann daher 
eine Amplif ikation von Bisulphit-behandelter DNA erreicht 
werden. Cytosine auflerhalb der Sequenz 5'-CpG-3' sollten 
in der Templat-DNA in den allermeisten Fallen zu Uracil 
umgewandelt worden sein, so daft fur ein effizientes 
Amplif izieren keine Guanine in dem Oligonukleotid beno- 
tigt werden, welches an den Bisulphit-behandelten Strang 
hybridisiert. Auf dem Gegenstrang gilt dies analog fur 
Guanin. Liegen in diesen Klassen von Oligonukleotiden 
Guanin beziehungsweise Cytosin im Kontext S'-CpG-S' vor, 
so fuhrt dies dazu, daft diese Oligonukleotide auch an po- 
tent iell methylierten Positionen hybridisieren k6nnen. 
Dies ist fur das vorgeschlagene Verfahren eigentlich 
nicht von Nutzen. Es kann aber sein, daft die Nachteile so 
gering sind, dali wesentliche Verfahrensbestandteile auch 
auf diese Art durchfiihrbar sind. Der Schutzbereich sollte 
daher auch solche Oligonukleotide einschlieJien. Genauso 
ist es denkbar, obwohl im Prinzip eher schadlich fur die 
effiziente Durchfiihrung des Verfahrens, daB einzelne Gua- 
nine in Positionen aufierhalb des Kontext 5'-CpG-3' vor- 
handen sind. Normalerweise fuhrt dies bei der fur die 
Amplifikation notwendigen Hybridisierung des Oligonukleo- 
tids mit der Ziel-DNA zu nicht-basengepaarten Positionen, 
was in den meisten Fallen die Effizienz der Amplifikation 
verschlechtert, also nicht wunschenswert ist. Trotzdem 
ist die Amplifikation mit Oligonukleotiden, welche eine 
Oder wenige Guan'in-Basen enthalten von diesem Strang m6g- 
lich, wenn auch nicht ideal. Da eine solche Amplifikation 
iiraner ndch das Weseh der Erflndung" erf alien "konnte, so " 
soil auch die Verwendung solcher Oligonukleotide in den 
Schutzbereich fallen, welche durch Verwendung einiger 
35 Guanine nicht strikt in diese Klasse fallen. Besonders 
die zweite von uns verwendete Technik macht Ausnahmen 
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dieser Art notwendig. Bei dieser werden Oligonukleotide 
verwendet, welche im Prinzip in deren 3'-Bereich in eine 
der beschriebenen Sequenzklassen fallen. Im 5'-Bereich 
dieser Oligonukleotide wird allerdings ein sogenannter 
„Sequenz-tag" angebracht, welcher in nachfolgenden 
Schritten zur weiteren Amplif ikation verwendet wird. In 
dieser Variante werden in den ersten Zyklen der Amplif i- 
kation die prinzipiell in eine der Klassen. fallenden 3'- 
Bereiche der Oligonukleotide verwendet, um ein grofies 
Spektrum von Fragmenten zu amplif izieren. In nachfolgen- 
den Schritten hat jedes bis dahin amplif izierte Fragment 
am 3'-Ende eine Sequenz, die den Sequenz-tags entspricht. 
Diese k5nnen nun, analog zur Amplif ikation mittels zu Ad- 
aptoren komplementaren Oligonukleotiden als Hybridisie- 
rungspartner fur ein Oligonukleotid verwendet werden,. 
welches zur weiteren Amplif ikation eingesetzt wird. Das 
Sequenz-tag dieser ersten Oligonukleotide kann naturlich 
in zur im 3'-Bereich zur ersten Klasse gehorenden Oligo- 
nukleotiden 5'-Bereich Guanin, bei solchen der zweiten 
Klasse im 5'-Bereich Cytosin enthalten. 

Oligonukleotide oder Oligonukleotide, die durch ihre 3'- 
Bereiche zu einer der beiden Klassen gehoren, k6nnen un- 
terschiedlich konstruiert sein. Unsere Variante. des DOPE- 
Verfahren benutzt eine Kombination von Oligonukleotiden 
der beiden Sequenzklassen, die im 3'-Bereich eine deter- 
minierte Basensequenz aufweisen. Diese kann innerhalb des 
erfindiingsgemaBen Verfahrens zwischen zwei und zwanzig 
Basen lang sein. Vor dieser Sequenz liegt ein meist zwi- 
schen 5 und 20 Basen langer Abschnitt von „H»-Positionen 
in der ersten Klasse und „D"-Positionen in der zweiten. 
Das hei&t, dali. an dies^e Positionen in der Synthese des 
Oligonukleotids im Falle der Klasse „H» eine der drei Ba- 
sen A, C oder T beziehungsweise im Falle der Klasse „D" 
eine der Basen A, G oder T eingebaut wurden (wobei die 
oben genannten, nicht das Wesen der Erfindung betreffen- 
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den Ausnahmen in das Schutzrecht eingeschlossen sein 
Bollten). Vor diesem Abschnitt (5«) kann (mufi aber nicht) 
ein weiterer Abschnitt mit spezifischer Sequenz liegen. 
Werden diese Oligonukleotide unter den entsprechenden Be- 
dingungen ftir die Amplif ikation von Bisulphit-behandelter 
DNA verwendet, so lafit sich reproduzierbar eine ttber die 
spezifischen Bereiche der Oligonukleotide definierbare 
Fraktion.des gesamten Genoms amplif izieren. Ira Falle der 
Verwendung von Sequenz-tags kann der 5'-Bereich der Oli- 
gonukleotide eine definierte Sequenz aufweisen, welche 
die Definition der beiden Sequenzklassen durchbricht. 
Auch sollte Oligonukleotide zwecks Verwendung im Gesarat- 
verfahren im Schutzbereich enthalten sein, welche die Be- 
reiche „H" und „D" im 3'-Bereich enthalten oder in denen 
15 die Positionen von definierten Basen mit solchen der 
Klassen „H" oder „D" in irgendeiner Form alternieren. 

Weiterhin sollen unter den Schutzbereich auch solche als 
Amplifikationsprimer benutzte Oligonukleotide fallen, die 
innerhalb des Gesamtkonzeptes des Verfahrens benutzt' wer- 
den und die an ihrem 5 '-Terminus sogenannte „hairpin"- 
Strukturen bilden, solche Molekvile, die das zu dem in der 
obigen Beschreibung impliziten Basenpaarungsverhalten 
analoge Basenpaarungsverhalten aufweisen, wie z.B. PNA 
(„Protein-Nucleic-Acid") basierende Oligonukleotide, che- 
misch modifizierte Oligonukleotide und solche modifizier- 
ten und unmodifizierten Oligonukleotide, die mit anderen 
als den naturlichen Nukleotiden synthetisiert wurden. 
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4.4. Detektion des Methylierunasst a tus von Cp G Dinukleo- 
tiden 

4.4.1. Detek tion v on methylierten Cp G Dinukleoti ri P n auf 
DNA-Chips 

In seiner endgultigen Form wird das erf indungsgemafle Ver- 
fahren moglicherweise auf der Benutzung eines DNA-Chips 
beruhen. Die Benutzung eines DNA-Chips stellt daher eine 
bevorzugte Verfahrensvariante dar. Im Prinzip sind bis 
zur Amplifikation der Bisulphit-behandelten DNA alle be- 
schriebenen Verf ahrensvarianten moglich. Bin Chip zur 
Durchftthrung des Verfahrens hat in der bevorzugten Vari- 
ante die folgende Form: Auf einer dafur vorgesehenen 
Oberflache werden nach an sich bekannter Art und Weise 
mindestens eintausend, in der Regel aber mehr als hun- 
derttausend Oligonukleotide in situ synthetisiert oder 
mit einer Mikro- oder Nanopipette, einer Stempel- 
ahnlichen Apparatur oder uber ein Mikro-f luidic-network 
aufgetr^gen. Jedes Oligonukleotid ist far eine CpG Posi- 
tion spezifisch, das heifit, das es entweder nur dann mit 
der Ziel-DNA hybridisiert, wenn die in dem Oligonukleotid 
enthaltende CpG Position methyliert ist oder nur dann, 
wenn diese Position e.ben unmethyliert ist. Far jede Posi- 
tion konnen daher mindestes (siehe unten) zwei Oligonu- 
kleotide aufgebracht werden. Die Zahl der verschiedenen 
Oligonukleotide ist nach oben hin unbegrenzt und kann so- 
gar das Achtf ache aller im Genom enthaltenden CpG Dinu- 
kleotide uberschreiten. Fur jeden Punkt des DNA-Chips ist 
genau bekannt, welche Oligonukleotid-Sequenz sich an die- 
sem befindet. 

Das erfindungsgemafie Verfahren. fuhrt eine wesentliche 
Veranderung in die normale Belegung eines solchen DNA- 
Chips ein. Auf einem DNA-Chip nach Stand der Technik be- 
finden sich Oligonukleotide, welche mit genomischen oder 
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exprimierten Sequenzen komplementar sind. Das heiflt, dafi 
alle Oligonukleotide im Durchschnitt der Basenkoraposition 
der genomischen DNA Oder der der exprimierten Sequenzen 
eines Organismus entsprechen. Die allermeisten Oligonu- 
5 kleotide auf einem solchen DNA-Chip enthalten daher alle 
vier Basen, im Schnitt entspricht der Anteil der Basen 
Guanin und Cytosin dem der genomischen und/oder expri- 
mierten. Sequenzen. 

10 Anders im Rahmeh des erf indungsgemaBen Verfahrens. Im 

Prinzip kSnnen far jede von Oligonukleotiden abgedeckte 
Sequenz acht Klassen von Oligonukleotiden synthetisiert 
weklen. Durch die Bisulphit-Behandlung wird die DNA in 
der Art modif iziert , daB die ursprunglich komplementaren 
oberen und unteren Strange (Watson bzw. Crick Strange, 
auch kodierender und Templat-Strang genannt) nun nicht 
mehr komplementar sind. Das heifit, dali Oligonukleotide 
far beide Strange synthetisiert werden k6nnen. Dies bie- 
tet sich an, da die beiden Strange sich so als interne 
20 Kontrollen ftireinander benutzen lassen. Die Hybridisie- 
rungsverhalten der beiden unterschiedlichen Strange mit 
den jeweils auf sie passenden Oligonukleotiden ist auf 
Grund der teilweise drastischen Sequenzunterschiede un- 
terschiedlich. Dies fuhrt dazu, dali, wenn auf beiden 
25 Strangen dasselbe Ergebnis erreicht wird, dieses als un- 
abhangig bestatigt angesehen werden kann. Auch soil quan- 
tif iziert werden, wie hoch an jeder zu testenden Position 
die Anteile von Methyl-Cytosin und Cytosin sind. Die Ver- 
wendung beider Strange erlaubt durch die Bewertung unter- 
30 schiedlicher Hybridisierungsereignisse far jede individu- 
elle CpG-Position eine von den unterschiedlichen Hybridi- 
sierung-Parametern der Oligonukleotide unabhangige Quan- 
tifizierung der Daten. Hintergrundfehler werden so mini- 
miert . 
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Nach der Bisulphit-Behandlung sind nicht nur beide Stran- 
ge unterschiedlich. Nach der Behandlung wird ja in jedem 
Fall eine Amplif ikation durchgefiihrt, welche an jedem -der 
beiden Strange wiederum die Neu-Synthese eines komplemen- 
taren Gegenstranges beinhaltet. Genauso wenig, wie die 
ursprunglichen Strange nach einer Bisulphit-Behandlung 
miteinander komplementar sind, sind auch die beiden Ge- 
genstrange nicht miteinander komplementar. Auch ein wah- 
rend. einer Amplif ikation neu synthetisierter Gegenstrang 
ist nicht mit dem urspxiinglichen anderen (dem, an welchem. 
der Gegenstrang nicht synthetisiert wurde) Strang komple- 
mentar. Es entstehen also vier ve.rschiedene Hybridisie- 
rungsziele fur jede ursprungliche CpG Position. Alle die- 
se vier Strange enthalten (wir gehen hier von symmetri- 
scher, das heiBt Methylierung an beiden Strangen einer 
CpG Position aus) die gleiche Information, hybridisieren 
aber mit Oligonukleotiden unterschiedlicher Sequenz. Also 
wird auf diese Weise jede Ober eine beliebige CpG Positi- 
on erhaltene Information vierfach unabhangig belegt. 
Trotzdem ist die Signalstarke fur die vier verschiedenen 
Oligonukleotide nicht direkt (aulier durch Erf ahrungswer- 
te, welche beim Gebrauch des Systems geschaffen werden) 
mit dem Grad der Methylierung einer Position korrelier- 
bar. Es ist namlich so, dafi unterschiedliche Fragment e in 
25 einer. enzymatischen Amplif ikation auch unterschiedlich 
effizient amplifiziert werden, die Starke eines Signals 
also nicht unbedingt mit dem Grad der Methylierung, son- 
dern auch mit der Effizienz der Amplif ikation des die CpG . 
Position enthaltenden Fragments korreliert. Es mussen da- 
her in jedem Fall fur alle vier Strange beide moglichen 
Oligonukleotide. analysiert werden, zum einen jenes, wel- 
ches nur dann hybridisieft, wenn -die zu unt«rsuchende CpG - 
Position methyliert ist (also CpG enthalt) , zum anderen 
jenes, welches nur im Falle einer unmethylierten CpG Po- 
sition hybridisiert (also kein CpG enthalt) . Die beiden 
meglichen Varianten eines DNA-Stranges, namlich die me- 
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thylierte und unmethylierte Variante werden rait weitge- 
hend identischer Effizienz amplif iziert, lassen also ei- 
nen Vergleich zu. Da nun fur alle vier Strange diese -kom- 
plementare Information zur Verfugung steht, lassen sich 
auch alle vier Strange dazu verwenden, das Gesamtergebnis 
abzusichern. Im Rahraen des erf indungsgemallen Verfahrens 
sind die hauptsachlichen Kriterien, welche die Oligonu- 
kleotide gegenuber anderen Verfahren abgrenzen, daB sie 
eben nur jeweils drei der vier Basen enthalten. Die Oli- 
gonukleotide, welche zu den ursprunglichen DNA-Strangen 
komplementar sind, enthalten nur die Base C, nicht aber 
die Base G. Nur in der Halfte aller dieser Oligonukleoti- 
de befindet sich genau ein Guanin, namlich im Kontext CpG 
genau an der Stelle, welche auf ihren Methylierungszu- 
Stand getestet werden soil. Die zweite Klasse der Oligo- 
nukleotide, welche zum in der Amplifikation generierten 
Gegenstrang der ursprunglichen DNA komplementar ist, ent- 
halt im Gegensatz hierzu die Base Cytosin nur an solchen 
Stellen, fur die der Methylierungszustand getestet werden 
20 soil. Diejenigen Oligonukleotide, welche nur dann mit der 
Ziel-DNA hybridisieren, wenn die von ihnen getestete Po- 
sition unmethyliert vorliegt, enthalten (je nach Strang) 
entweder gar kein Cytosin oder gar kein Guanin. Innerhalb 
des vorgeschlagenen Verfahrens sind die beschriebenen 
acht Klassen von Oligonukleotiden natttrlich auch noch in 
anderer Hinsicht variabel. Auch kSnnen mehrere Vertreter 
einer Klasse gleichzeitig fur die Untersuchung jeder in- 
dividuellen methylierbaren Position eingesetzt werden. Es 
ist zum Beispiel nicht in alien Fallen off ensichtlich, 
wie viele Basen auf jeder Seite der potentiellen Methyl- 
Position auf jeder Seite in das Oligonukleotid einge- 
schlossen werden.- Die methylierBafe Position muB-nI6ht- 
genau in der Mitte des Oligonukleotids liegen. Daher sind 
fur jede zu testende Position viele Permutationen m6g- 
35 lich. 
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In den Extremfallen liegt die zu testende Position an ei- 
nem der Extreme des Oligonukleotids Oder (allerdings 
schon Bestandteil einer weiteren Verfahrensvariante) -so- 
gar eine Position hinter dem 3' -Terminus, so daJJ die Pra- 
senz von Cytosin oder Guanin (mi thin von Methylierung der 
urspriinglichen Probe) nicht durch einfache Hybridisie- 
rung, sondern durch den Nachweis einer Primer-Extension 
nachgewiesen wird. In dieser Verfahrensvariante werden 
modifizierte Nukleotid-Triphdsphate (in der Art, daJJ zwar 
der Einbau eines solchen Nukleotids an das 3 '-Ende eines 
Primers moglich ist, aber keine weitere Verlangerung iiber 
dieses Oligonukleotid hinaus. In der Regel werden hier 
2 ' , 3 ■ -Dideoxy-Analoge der vier Nukleotid-Triphosphate 
verwendet) mit einer fur jedes der vier Nukleotide unter- 
schiedlichen Markierung zu der Ziel DNA gegeben . welche 
dann auf dem Chip mit den Oligbnukleotiden hybridisiert 
wird. Anstatt nun die Hybridisierung direkt nachzuweisen, 
wird eine Polymerase hinzugegeben und an jeder Position 
genau ein Nukleotid an das 3 '-Ende der Oligonukleotids 
synthetisiert. Das zu dem am 3 » -Ende des Oligonukleotids 
eingebauten Nukleotid komplementare Nukleotid entspricht 
genau dem, welches auf der mit dem Oligonukleotid hybri- 
disiert en Ziel- DNA eine Position 5' vor dem Oligonukleo- 
tid liegt. In unserem Verfahren ist diese Position eine 
in der ursprunglichen DNA methylierbar . Wenn nun also (je 
nach Strang) die Position in der DNA-Probe methyliert 
war, sobefindet sich an dieser. Position ein C; an das 
Oligonukleotid wird also ein G „angebaut". Sind die dGTPs 
(Oder Analoge dieses Nukleotids) nun eindeutig markiert 
und, (was ja Voraussetzung ist) die Oligonukleotidsequen- 
zen an alien Positioned bekannt, so kann in diesem Falle 
der Nachweis. des E-inbaus" von TSUanln dazu. dieneh; die Pra- 
senz eine Methylgruppe in der ursprunglichen Probe nach- 
zuweisen. Wird an das gleiche Oligonukleotid ein Adenin 
angehangt, so ist der Nachweis von Thymidin gelungen, 
mithin der Nachweis, daB die untersuchte Position unme- 
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thyliert vorlag. Der gleiche Nachweis, nur mit den mar- 
kierten ddNTPs Cytosin und Thymidin kann auf den in der 
Amplification hergestellten Gegenstrangen erfolgen. In 
dieser Verfahrensvariante enthalten die Oligonukleotide 
der beiden Sequenzklassen je entweder kein Cytosin oder 
kein Guanin. Trotzdem kann in Ausnahmef alien von dieser 
Regel abgesehen werden (zum Beispiel, wenn eine Position 
als immer methyliert oder immer unmethyliert bekannt ist 
Oder der Methylierungszustand der Position auf das Hybri- 
disierungsverhalten des Oligonukleotids keinen EinfluA 
hat . Weiterhin kann auch eine oder wenige Mismatch- 
Position" innerhalb der Oligonukleotide moglicherweise 
trotz deren im Prinzip schadlicher Wirkung wesentliche 
Anspruche des Verfahrens erfullen. Solche nicht strikt in 
die Sequenzklassen fallenden Oligonukleotide, welche we- 
sentliche Verfahrensbestandteile erfiillen, sollten daher 
in den Patentschutz eingeschlossen sein. Aufierdem kann 
die Befestigung der Oligonukleotide auf der Oberflache 
des. DNA-Chips iiber Sequenz-tags an den Oligonukleotiden 
erfolgen, die gegen eine geherische Sequenz von auf der 
Oberflache befestigten Oligonukleotiden komplementar 
sind. Solche Oligonukleotide fallen nur in den far die 
Hvbridisierung mit der DNA-Probe zur VerfUgung stehenden 
Bereichen in die definierten Sequenzklassen) . Weiter sol- 
len unter den Schutzbereich auch solche als Hybridisie- 
rungspartner auf der Oberflache voa DNA-Chips benutzte 
Oligonukleotide fallen, die das zu dem in der obigen Be- 
schreibung impliziten Basenpaarungsverhalten analoge Ba- 
senpaarungsverhalten aufweisen, wie z.B. PNA („Protein- 
Nucleic-Acid") basierte Oligonukleotide, chemisch modifi- 
zierte Oligonukleotide und solche modif izierten und unmo- 
difizierten Oligonukleotide, die mit anderen" als" tow- 
tQrlichen Nukleotiden synthetisiert wurden. 

Dies gilt naturlich fur alle Verfahrensvarianten, welche 
auf Hybridisierung von Oligonukleotiden direkt mit der zu 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



WO 99/28498 PCT/DE98/03558 

43 

testenden Position oder auf Primer-Extension durch nur 
eine Base beruhen: In der Regel wird nur eine Position 
getestet, und diese Position macht auch den gesamten . 
Cytosin- bzw. Guanin-Gehalt eines Oligonukleotids aus. 
Dennoch konnen Ausnahmen von dieser Regel in Einzelfallen 
belanglos sein und sind daher gleichfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Die Detektion der verschieden markierten Nukleptid- 
Analoge in einer Priraer-Extensions-Reaktion auf einem 
(wie auch immer gearteten) DNA-Chip lafit sich auf ver- 
schiedenste Art bewerkstelligen. Eine bevorzugte Variante 
ist die Detektion auf an sich bekannte Art mit einer CCD- 
Camera, welche Fluoreszenzsignale registriert, welche auf 
dem Chip die erfolgte Bindung eines (nattirlich fluores- 
zenz-markierten) Nukleotids anzeigen. Dabei ist in der 
oben beschriebenen Verfahrensvariante jedes der Nukleo- 
tid-Analoge mit einer unterschiedlichen Farbe markiert, 
so, daJJ an jeder Position nachgewiesen werden kann, wel- 
ches Nukleotid eingebaut wurde. 

Es ist aber auch eine wichtige Variante, jedes der vier 
Nukleotid-Analoge mit einem chemischen Mblekai zu markie- 
ren, welches daraufhin durch BeschuJi mit dem Laser eines 
MALDI-TOF von Nukleotid photochemisch (oder durch die ge- 
nerierte Hitze oder einen analogen ProzeB) abgetrennt 
wird und danach direkt ionisiert auf sein Molekularge- 
wicht hin analysiert wird. Der Laser des MALDI-TOF Gera- 
tes kann hierbei jede. Position des Chips gehau ansteuern, 
also auch fiir jede Position auf dem Chip getrennt ermit- 
teln, welche Massemodifikation sich an der entsprechenden 
S telle befand. ©ft - fda ja Tttethyiierre moT unffiettTyiierte ' ' " 
Ziel-DNA in dieser Variante mit den gleichen Oligonukleo- 
tiden hybridisieren und der Methylierungszustand durch 
die Markierung des eingebauten Nukleotids ermittelt 
wird), werden an jeder Position zwei Markierungen detek- 
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tiert (gilt naturlich auch fur Fluoreszenz-Markierungen) 
und die beiden Signale miissen quantif iziert und miteinan- 
der verglichen werden, urn den Methylierungsgrad zu ermit- 
teln. 

In der zur Zeit bevorzugten Verfahrensvariante wird al- 
lerdings die Detektion mittels Fluoreszenz benutzt. Wei- 
terhin werden Hybridisierungen direkt detektiert und kei- 
ne Primer-Extensions -Reakt-i on durchgefiihrt . 

4.4.2. Nachweise de s Methvlierunqsstatus von Cvtosin 
durch massenspektro metrische Lanqenmessung von „Primer- 
Extension" Produkten 

Es wurde eine Verfahrensvariante entwickelt, welche die 
Detektion von extremen Zahlen von Cytosinen und/oder Gua- 
ninen in Bisulphit-behandelter DNA mittels massenspektro- 
metrischer Lanqenmessung in MALDI.' basierten Massenspek- 
trometern erlaubt* Die Grundlage dieser Technologie, wel- 
che ftir dieses Verfahren modifiziert wurde, ist oben be- 
schrieben. 

Wir benut zten im verges chlagenen Verfahren solche Oligo- 
nukleotide, die durch ihre Zugehorigkeit zu einer der 
beiden schon oben definierten Sequenzklassen mit grofiter 
Wahrscheinlichkeit nur auf einem der beiden Strange Bi- 
sulphit-behandelter DNA hybridisieren. Oligonukleotide, 
welche in dieser Verfahrensvariante verwendet werden, 
kSnnen die Detektion von Cytosin und/oder Guanin aus 
Amplifikationsgemischen aller oben beschriebener Methoden 
der Amplication erreichen. Das heifit, daB im Prinzip 
sowohl -solche Oligonucleotide -verwenctet werden ~ konneh, - 
die mit vor der Bisulphit-Behandlung an die Fragmente'der 
Probe ligierten Adaptoren komplementar sind, als auch 
solche, die an nicht definierten Positionen auf den, auf . 
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die anderen Arten amplif izierten Fragmenten, hybridisie- 
ren. ... 

Die bevorzugten Verf ahrensvarianten beinhalten die Ver- 
wendung von DNA-Proben, an deren Restriktionsf ragmente 
Adaptoren ligiert wurden (und dann nach der Bisulphit- 
Behandlung amplif iziert werden) , oder solche, die mit 
Oligonukleotiden amplif iziert wurden, welche in deren 5»r- 
Bereich konstante Sequenz-tags enthalten. Die Adaptoren 
werden zu diesem Zweck so synthetisiert, dafi nach einer 
Bisulphit-Behandlung die beiden Strange, das heilit der 
originale, Bisulphit-modif izierte und der wahrend der 
Amplif ikation neu-synthetisierte Strang in Bezug auf 
Cytosin beziehungsweise Guanin Gehalt derart unterschied- 
15 lich sind, daB Oligonukleotide fur eine Primer- 

Extensions-Reaktion hergestellt werden konnen, die einen 
der beiden Strange spezifisch erkennen. Das heifit, dafl 
auch in diesem Fall zwei Sequenz-Klassen von Oligonukleo- 
tiden unterschieden werden konnen. Die verwendeten Oligo- 
nukleotide haben die Eigenschaft, dali ihr 3 '-Bereich ttber 
die bekannte Adaptor-Sequenz und uber die von der Re- 
striktionsendonuklease erkannte und daher bekannte Se- 
quenz hinaus in den unbekannten Bereich der Proben-DNA 
hineinreichen. In dem Fall, dali schon die generische 
Amplifikation wie oben beschrieben rait schrittweise lan- 
geren Oligonukleotiden in seriell unterteilten, separaten 
Reaktionen durchge.fuhrt wurden, so reichen die hier defi- 
nierten Oligonukleotide auch ilber diesen bekannten Be- 
reich hinaus. Dabei konnen die Oligonukleotide zwischen 
zwei und 20 Basen in den unbekannten Bereich hineinrei- 
chen. Die Mischung der Fragmente aus der ersten oder den 
ersten-, ^enerischen Aroplifika-tioften wird nun unterteilt 
und mit fur jede (Sub-) Reaktion unterschiedlichen Oligo- 
nukleotiden gemischt. In jeder Subreaktion ist dabei be- 
kannt, welche Oligonukleotidsequenz hinzugegeben wird, 
die Subreaktionen unterscheiden sich nur durch die Se- 
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quenz der hinzugegebenen Oligonukleotide. Es ist dabei 
nicht wesentlich, ob die Sequenz der Oligonukleotide ge- 
nau definiert ist, oder einzelne Rositionen mit den oben 
definierten, degenerierten Nukleotid-Positionen „H" oder 
5 „D" beset zt sind. Die Verwendung von degenerierten Posi- 
tionen erlaubt eine Verwendung von langeren Bereichen, 
die in den unbekannten Bereich hineinreichen und damit 
eventuell eine genauere Regulation und Abstufung der Zahl 
und Art der in einer solchen Reaktion generierten Exten- 
10 sions-Fragmente. 

Mit alien unterschiedlichen Subreaktionen wird eine Poly- 
merase-Reaktion mit den folgenden Komponenten durchge- 
ftthrt. Diejenigen Reaktionen, welche solche Oligonukleo- 
tide enthalten, die mit einem Cytosin-armen Strang 
(entsprechend den Originalstrangen der Bisulphit- 
behandelten DNA) hybridisieren, enthalten die Nukleotide 
dATP, dCTP, dTTP und einen dem Basenpaarungsverhalten 
nach dem Nukleotid dGTP analogen Terminator, wie zum Bei- 
spiel ddGTP oder ein funktionell aquivalentes Nukleotid. 
Die Reaktionen mit Oligonukleotiden der anderen Sequenz- 
klasse enthalten ein Gemisch bestehend aus dATP. dGTP, 
dTTP und einen dem Basenpaarungsverhalten riach dem Nu- 
kleotid dGTP analogen Terminator, wie zum Beispiel ddCTP 
25 oder ein funktionell aquivalentes Nukleotid. Eine Polyme- 
rase-Reaktion wird nun von den Oligonukleotiden ausgehend 
auf dem einen (Cytsosin-armenj Strang nur bis zum ersten 
Cytosin beziehungsweise auf dem anderen Strang bis zum 
ersten Guanin, einen neuen DNA-Strang synthetisieren 

30 

Es ist fur eine.massenspektrometrische Analyse, auch sinn- 
voll, - ahstatf "der " hat urllch* vorXommenden Nukleotide sol- 
che zu benutzen, die in bekannter Art und Weise der Art 
chemisch modifiziert sind, daB die nachfolgende massen- 
35 spektrometrische Analyse der Extensions-Produkte erleich- 
tert wird. In unserer Variante werden hierzu Phos- 
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phothioat-Analoge der naturlichen Nucleotide benutzt. 
Diese konnen in einem nachfolgenden Schritt alkyliert 
werden, was die Ruckrad-Ladungen der DNA eliminiert und 
die Analysequalitat und Sensitivitat erhoht. Aber auch 
andere Modif ikationen sollen in den Schutzbereich fallen, 
welche dieses Ziel yerfolgen. Weiterhin kann die Modif i- 
zierung der Ladung der verwendeten Oligonukleotide auch 
deren Hybridisierungseigenschaften verbessern oder veran- 
dern. 

Ziel dieser Verf ahrensvariante ist die Herstellung von 
Fragment-Populationen in den einzelnen Reaktionen, die 
so, und nur so komplex sind, daB diese separat auf einer 
Gelelektrophorese oder eben durch massenspektrometrische 
Analyse der Lange nach aufgetrennt werden kq-nnen. Dadurch 
ist es natig, die Zahl der synthetisierten Fragmente tiber 
die Lange des in den unbekannten Sequenz-Bereich hinein- 
ragenden Teil der Oligonukleotide und den Grad der Dege- 
neriertheit so einzustellen, daB - diese pro Reaktio.n zwi- 
schen einem und mQglicherweise bis zu einigen Tausend 
verschiedenen Fragmenten liegt. 

Die einzelnen Reaktionen werden nun in der bevoirzugten 
Variante separat auf def inierte Koordinaten der Ionen- 
quelle eines Massenspektrometers aufgetragen. Die massen- 
spektrometrische Analyse ermittelt dann fur die individu- 
ellen Koordinaten die Fragmentspektren. Bei bis zu eini- 
gen tausend Koordinaten auf der Ionenquelle eines Massen- 
spektrometers und einigen hundert Fragmenten pro Spek- 
trum, von denen jedes eine Cytosin oder Guanin Position 
als Indikator der Methylierung beurteilt, konnen also bis 
zu einigen Hundexttausend einzelne GpG Dinukleot-ide beur- 
teilt werden. 

35 Analog kann auch die Detektion von Fragmentspektren er- 
folgen, die von einer Fragmentpopulation generiert wur- 
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den, die ohne die Ligation von Adaptoren mittels der oben 
beschriebenen Oligonukleotid- Primer amplifiziert wurde. 
Bei dieser Variante wird auf die zu den Adaptoren komple- 
mentare Sequenz verzichtet und statt dessen ein mehrere 
degenerierte Positionen enthaltender 5'-Bereich verwen- 
det . 

In dem Fall, dali die Bisulphit-behandelte DNA mit solchen 
Oligonukleotiden voramplif iziert wurde, die in ihrem 3'- 
Bereich die oben beschriebenen (5 ' -) Sequenz-tags enthal- 
ten, kSnnen diese auch analog zur den Adapt or sequenzen 
als konstanter Bereich fur eine' Hybridisierung mit Oligo- 
nukleotiden benutzt werden, wie sie in diesem Abschnitt 
oben beschrieben wurden. 

4.4.4, Detektion des M ethylierunasstatus von Cy to.cHn 
durch massens pek trom e trischen Nachweis chemisch modifi- 
zierter Oliqonukleotide 

Eine weitere Verfahrensvariante macht sich ein an sich 
bekanntes Verfahren zunutze, das die massenspektrometri- 
sche Identifikation von bestimmten Sequenzen indirekt 
iiber den Nachweis von an ein Oligonukleotid ahgebrachten 
chemischen Modif ikationen ermdglicht. 

In den oben beschriebenen massenspektrometrischen Detek- 
tiqnsvarianten werden viele verschiedene Primer- 
Extensions-Reaktionen mit jeweils einer oder wenigen Oli- 
gonukleotid-Sequenzen durchgef iihrt . Im Prinzip wird dann 
die extreme Anzahl verschiedener analysierbarer Fragmente 
nur durch das Aufteilen in viele verschiedene Reaktionen 
(und K^rdlnal:-en "auf einer MALT) I I6henqueTIel--erreicl 1 t 

Wird jede verschiedene Primer- Sequenz mit einer chemi- 
schen Modifikation versehen, so kann - bei Verwendung ei- 
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ner anderen Analysetechnik als nur MALDI allein - auf 
dieses Auftrennen verzichtet werden. 

Praktisch bedeutet dies, daB alle verschiedenen verweride- 
ten Primer schon in der Synthese oder nachtraglich mit 
einer solchen Chemie versehen werden, die ira Prinzip zwei 
Anforderungen erfullt. Zum einen darf die Langenauf tren- 
nung der generierten Fragmente nicht verhindert werden. 
Zum zwei ten muB die Art der Modifikationen erlauben diese 
im zweiten, sich an die Kapillarelektrophorese anschlie- 
Benden Analyse-Schritt zu unterscheiden. Damit ist .die 
Art der Modifikationen von der Art der Analyse im zweiten 
Schritt abhangig. In der bevprzugten Verf ahrensvariante 
sind die 5'-Enden der Primer mit kurzen Peptidsequenzen 
versehen, die in einem nachfolgenden Schritt mit vielen 
gebrauchlichen Analyse-Verfahren aufgetrennt werden. kon- 
nen. Einer der groBen Vorteile einer solchen Variante 
ist, daB auch.im ersten, unspezifischen Amplif ikations- 
schritt eine wesentlich kleinere Gesamtmenge von DNA 
amplifiziert werden muB, da diese Menge ja nicht noch auf 
weitere Reaktionen ■ auf geteilt werden muB. Die zweite Di- 
mension der Trennung, welche in den pben beschriebenen 
Varianten durch das Auftrennen in einzelne Reaktionen er- 
reicht wird, kann in der bevorzugten Verf ahrensvariante 
dieser Ausfiihrung des erf indungsgemafien Verfahrens da- 
durch erreicht werden, daB die Trennung der generierten 
Fragmente zunachst durch eine Kapillarelektrophorese ge- 
schieht. Dabei ist es fur ein korrektes Ergebnis unwe- 
sentlich, ob die chemischen Modifizierungen an den Frag- 
menten das Laufverhalten der Fragmente beeinflussen oder 
nicht, wenn nur eine Trennung nach der Lange moglich 
blei-bt. In jeder >,Fraktion", die das Ende der Kapillare- 
lektrophorese erreicht, befinden sich viele Fragmente 
gleichen elektrophoretischen Lauf verhaltens , die sich nur 
durch die chemische Modifikation in ihren jeweiligen 5'- 
Bereich (im Bereich des Primers, welcher fur die Extensi- 
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ons-Reaktion eingesetzt wurde) unterscheiden. Diese, nach 
ihrem elektrophoretischen Laufverhalten aufgetrennten 
Fragment-Populationen, werden nun in einem zweiten 
Schritt auf die chemischen Modif ikationen hin untersucht. 
Die bevorzugte Verfahrensvariante ist dabei die direkte 
Einspritzung des Austrittsvolumens der Kapillarelektro- 
phorese in ein Fast-Atom-Bombardenient (FAB-MS), Electron- 
Spray (ESI-MS), Auftrageh auf ein MALDI Massenspektrome- 
ter oder eine aquivalente Analyseapparatur . 

Konkret wird eine solche Variante zum Beispiel wie folgt 
ausgefOhrt. DNA wird wie beschrieben aus Zellen prapa- - 
riert, mit einer Restriktionsendonuklease vorgeschnitten, 
mit Adaptoren versehen und durch eine temperierbare, fur' 
kleine Molekiile porose Kapillare gefuhrt, in welcher die 
Reaktionsschritte der Bisulphit-Reaktion durch Zu- und 
Abfuhr der Reagenzien durch Dialyse ausgefuhrt werden. 
Das Volumen der Gesamtreaktion ist dabei sehr gering. 
Nach erfolgter Bisulphit-Reaktion konnen der Kapillare 
durch Rreuzungen mit weiteren, zufiihrenden Kapillaren die 
fur eine Amplifikation notwendigen Reagenzien zugefuhrt 
werden und die Amplif ikation dann in derselben beheizba- 
ren Kapillare durchgefuhrt werden . Es ist aber auch mog- 
lich die Amplif ikation nicht direkt in der Kapillare, 
sondern in einem an diese Kapillare angeschlossenen Be- 
halter durchzufiihren. An die generische Amplif ikation der 
genomischen Fragmente schlieBt sich ein zweiter, wie be- 
schrieben linearer Verlangerungsschritt an, welcher mit 
einem Gemisch von chemisch modif izierten und dadurch ih- 
rer Masse nach unterscheidbaren Oligonukleotiden durchge- 
fUhrt wird, welche zu den Bisulphit-modifizierten Adapto- 
ren kdmplementar sind. Es folgt eine Langentrennung der 
Verlangerungsprodukte in einem weiteren Abschnitt der Ka- 
pillare und gegebenenfalls eine weitere Dialyse gegen ei- 
nen mit einer massenspektrometrischen Analyse kompatiblen 
Puffer, wie zum Beispiel. Ammonium-Sulphat . 
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Jede einzelne Fraktion wird auf eine Koordinate der Io- 
nenquelle eines Massenspektrometers aufgetragen und dann 
jede Koordinate auf die Prasenz der chemischen Modifika- 
tionen untersucht, welche sich durch ihre Masse unter- 
scheiden. Bei dieser Variante wird aus apparativen Griin- 
den bevorzugt ein MALDI-TOF benutzt, welches uber eine 
sehr grolie Ionenquelle verfiigt, wodurch sehr viele ver- 
schiedene Koordinaten in kurzer Abfolge analysiert werden 
kc-nnen . 

Weitere Verfahrensvarianten ergeben sich aus der Tatsa- 
che, dafl das beschriebene Verfahren ganz allgemein alle 
MelJpunkte auf zwei Dimensionen generiert, eine Notwendig- 
keit bei der Erstellung von Zahlen von Mefcpunkten, wie 
hier beschrieben. Auf DNA Chips sind diese zwei Dimensio- 
nen raumlich angeordnet, ebenso bei der beschriebenen Va- 
riante der Analyse einzelner „Subreaktionen" auf. der Io- 
nenquelle eines MALDI-TOFs . Bei der kapillarelektrophore- 
tischen Variante werden die zwei Dimensionen durch Hin- 
tereinanderschalten zweier nach unterschiedlichen Krite- 
rien separierenden Trennmethoden erreicht. Es gibt noch 
mehrere Varianten eines solchen Verfahrens, welche, da 
diese dem erf inderischen Gesamtkonzept entsprechen, mit 
unter den Patentschutz fallen sollen. Es ist fur die Mes- 
sung an sehr vielen Punkten im Rahmen des erf indungsgema- 
fien Verfahrens nicht unbedingt notwendig, uber jeden Meft- 
punkt zu wissen, welchen Ursprungs dieser Mefipunkt ist. 
Fur viele Anwendungen des Verfahrens ist es ausreichend, 
eine riesige Menge abstrakter Daten mit phanotypischen 
Eigenschaften von Zellen zu korrelieren. Daher ergibt 
sich ein wesentlich grSfteres Spektrim arx mdglicheri Analy- 
se-Verfahren. In der Regel ist allerdings eine Kapillare- 
lektrophorese in alien Varianten, in denen nicht direkt 
ein erfolgtes Hybridisierungsereignis nachgewiesen wird 
(in sich eine Analysedimension) , notwendig. 
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4.5. Analyse der generierten Paten 

Die hauptsachlichen Anspriiche beziehen sich auf das Ver- 
fahren im allgemeinen, solche koraplexen Methylierungs- 
Fingerabdrucke herzustellen und mittels eines Auswerteal- 
gorithmus mit phanotypischen Charakteristika der unter- 
suchten Zellen zu korrelieren. Der Patentschutz soil sich 
aber, da die Generieruhg und Verwendung der bateri in Kom- 
bination die eigentliche erfinderische Hohe aufweist, auf 
alle Verfahren beziehen, welche zur Beschaffung von Me- 
thlyierungsdaten mit dent Ziel der erfindungsgemaBen Aus- 
wertung dieser Daten geeignet sind. 

15 Am Ende aller der oben beschriebenen Verfahrensschritte 

steht eine riesige Zahl von Mefipunkten. Drei verschiedene 
Arten von Werten kannen dabei entstehen. Reine Plus-Minus 
Signale fur Positionen, welche entweder auf alien analy- 
sierten Chromosomen methyliert oder unmethyliert vorlie- 

20. gen, sind wahrscheihlich nicht die zahlenmaBig groBte 

Gruppe der detektierbaren methylierbaren Positionen. Sehr 
viele Positionen werden solche Signale generieren, welche 
mit den oben beschriebenen Methoden quantif iziert werden 
miissen. 

25 

Im Prinzip ist die Analyse reiner Plus-Minus Signale we- 
sentlich einfacher. Die Analysestrategie soil wie folgt 
aussehen. Aus vielen verschiedenen DNA-Proben bekannten 
Ursprungs (z.B. aus Antikorper-markierten und per Im- 

30 munofluoreszenz isolierten Zellen gleichen Phanotyps) 

werden in einer groBen Anzahl von Versuchen Daten gene- 
riert und deren RepfoduzierBarkeit uberpruft ". Solche Po- 
sitionen, die nicht reproduzierbare Ergebnisse liefern, 
werden von alien anderen logisch getrennt, da zunachst' 

35 nicht beurteilt werden kann, ob solche Unterschiede an 
einzelnen Positionen biologisch signifikant sind. Diese 
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Testreihen sollen an Zellen verschiedenen typs durchge- 
ftihrt werden. Das Ergebnis dieser Testreihen sollte eine 
grofie, heute noch unbekannte Zahl von CpG Dinukleotiden 
sein, die beiro Vergleich eines beliebigen Paares von 
Zelltypen einen reproduzierbaren Unterschied in ihrera Me- 
thylierungsstatus ergeben. Nicht alle im direkten Ver- 
gleich zweier Zelltypen unterschiedlichen Positionen wer- 
den in alien solchen Vergleichen uber ihre Unterschied- 
lichkeit informativ sein. Analysiert man nun alle Posi- 
tionen, die in mindestens einem Zelltyp-Vergleich unter- 
schiedlich sind, so kann fiir jeden getesteten Zelltyp ein 
charakteristisches Muster erstellt werden. Damit kann 
dann eine DNA-Probe unbekannten Ursprungs einem Zelltyp 
zugeordnet werden. Diese Muster sind nicht unbedingt an 
15 alien getesteten Positionen konstant. Es kann zur Zeit 
nicht beurteilt werden (das erf indungsgemafie Verfahren 
schafft ja erst die Grundlage fur eine solche Beurtei- 
lung) , wie stark das Methylierungsmuster eines Zelltyps 
aus einer individuellen Probe vom charakteristischen Mit- 
20 tel abweicht. Im Idealfall sind die generierten Muster 
pro Zelltyp und Individuum so konstant, daii ohne grofien 
Aufwand die Identifizierung eines solchen Gewebes erfol- 
gen kann. Eine vorbestimmte Matrize mit definierten cha- 
rakteristischen Signalkoordinaten kann dann direkt zur 
25 Zuordnung der Probe zu einem Zelltyp dienen. Im kompli- 
ziertesten Fall ist nicht ein einziges def inierbares Mu- 
ster von Signalen fiir einen Zelltyp charakteristisch, 
sondern viele solche Muster, die zwar im Grunde charakte- 
ristisch sind, aber nicht of f ensichtlich als solche iden- 
tifiziert werden konnen. Es ist, dies kann aus dem Stand 
der Technik bei der Methylierungsanalyse abgeleitet wer- 
den, naihlich moglich, dafr anschelrie'rid sehr "unterschiedli- 
che Muster sehr ahnliche Funktionen beinhalten. Zur Zeit 
ist aber keine Aussage aber den Grad dieser Schwierigkeit 
35 moglich, da das erf indungsgemafie Verfahren ja erst die 
Moglichkeit der Beurteilung einer solchen Situation be- 
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reitstellt. Es kann also sein, dafl mit konventionellen 
Methoden, sozusagen „per Auge", eine Probe keinem Ur- 
sprung zugeordnet werden kann. In diesem Fall beinhaltet 
das vorgeschlagene Verfahren die Moglichkeit ein soge- 
nanntes „neuronales Netzwerk" (NN) mit den in den 
Testreihen ermittelten Daten zu ,>trainieren'\ In der Pra- 
xis sieht das so aus, daB sehr viele Testreihen mit Zell- 
DNA-Proben gefahren werden und in die Eingabe-Ebene des 
NN eingespeist werden. Gleichzeitig mit den Methylie- 
rungsdaten der Probe wird dem NN die Information iiber den 
Ursprung der Proben angeboten. Neuronale Netzwerke konnen 
nun nach einer genugenden Zahl von Versuchen gewisserma- 
fien lernen, welche Muster zu welchen Zell-Typen gehoren. 
Auf diese Weise k6nnen so extrem komplexe und offensicht^ 
lich undurchsichtige Muster klassif iziert werden, . die dem 
menschlichen Verstand und konventionellen Algorithmen 
v6llig chaotisch erscheinen. 

Es ist, wie gesagt noch nicht abzusehen, wie koraplex und 
anscheinend chaotisch die generierten Muster erscheinen 
werden. Jeder Fall zwischen den beschriebenen ist mog- 
lich. Daher soil jedes Verfahren, welches sich die Zuord- 
nung von komplexen Methyl ierungsmus tern zu Zelltypen be- 
kannten Ursprungs in Testreihen zunutze macht urn sich da- 
25 mit in die Lage zu versetzen Zelltypen. unbekannten Ur- 
sprungs zu klassifizieren, Gegenstand der vorleigenden 
Erfindung sein. 
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Komplizierter wird die Analyse der Daten mit Sicherheit 
bei der Analyse von Zellen aberranten Ursprungs. Der 
Zweck des vorgeschlagenen Verfahrens ist es, die Klassi- 
fizierung unbekannter, erkrankter Zelltypen zu erlauben. 
Mit den Methylierungsdaten der untersuchten Proben mtissen 
daher phanotypische Parameter der untersuchten Zellen 
35 wahrend der Testreihen dem NN und/oder anderen Auswerte- 
systemen angeboten werden, wobei zunachst einmal nicht 
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klar ist, weiche dieser phanotypischen Daten uberhaupt 
mit dem Methylierungsmuster korreliert werden miissen und 
im Rahraen einer solchen Korrelation sinnvolle Daten erge- 
ben. In diesen Fallen gelten vermehrt die Schwierigkei- 
ten, die aus scheinbar chaotischen aber doch grundsatz- 
lich klassifizierbaren Datenmengen entstehen. Es kann der 
Fall sein, daB im Falle von entarteten Zellen verschiede- 
ne epigenotypische ZustSnde zu ahnlichen phanotypischen 
Merkmalen fiihren. Solche Situationen .werden besonders gut 
von NNs erkannt und kdnnen dann zur Definition von heuen, 
genauer dif f erenzierten Phanotypen fuhreny was einer der 
Hauptzwecke des vorgeschlagenen Verfahrens ist. Wun- 
schenswert ist daher die explizite Einbeziehung in den 
Patent schutz der Verwendung der verachiedenen Arten von 
neuronalen Netzwerken bei der Analyse von Methylierungs- 
daten zwecks Korrelation der Methylierungsmuster mit pha- 
notypischen Daten. Aber auch die einfacheren Situationen 
konnen das Wesen der Erfindung erfiillen und sollten vom 
Patentschutz daher nicht ausgenommen sein. 
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1. Verfahren zur Charakterisierung, Klassifizierung und 
Unterscheidung von Geweben und Zelltypen, zur Vorher- 
sage des Verhaltens von Geweben und Gruppen von Zel- 
len und zur Identifizierung von in ihrer Expression 
veranderteh Genen, dadurch gekennzeichnet, dafi 



in einer aus einer beliebigen Gewebeprobe gewonnenen 
unbehandelten, gescherten oder mittels einer Restrik- 
tions-Endonuklease gespaltenen genomischen DNA auf an 
sich bekannte Art und Weise die Base Cytosin, aber 
nicht 5-Methylcytosin durch Behandlung mit einer Bi- 
15 sulphit-Losung in Uracil umgewandelt wird 

Fraktionen der so behandelten genomischen DNA durch 
Verwendung von entweder sehr kurzen oder degenerier- 
ten Oligonukleotiden oder solchen Oligonukleotiden, 
20 welche zu - vor der Bisulphit-Behandlung an die Enden 

der gespaltenen DNA ligierten Adaptor-Oligonukleo- 
tiden kontplementar sind, amplifiziert werden, 



insgesamt eine solche Menge der verbleibenden Cytosi- 
ne auf dem Guanin-reichen DNA-Strang und/oder Guanine 
auf dem Cytosin-reichen DNA-Strang aus den amplifi- 
zierten Fraktionen durch eine Hybridisierung oder Po- 
lymerase Reaktion nachgewiesen werden, daJS die bei 
einer solchen Analyse generierten und automatisch an 
einen Verarbeitungsalgorithmus ubertragenen Daten 
Riickschlusse auf den Phanotyp des analysierten 
Zellmaterials ermoglichen. 



35 2. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daJi 
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die aus dieser Analyse gewonnenen Daten mehrerer oder 
vieler solcher Versuche an DNA-Proben aus phanoty- 
pisch gleichen oder ahnlichen Zellen oder Geweben in 
einer Trainingsphase iiber ein neuronales Netzwerk 
oder andere Auswertealgorithmen mit dem Phanotyp der 
Zellen, deren DNA untersucht wurde,. korreliert wer- 
den, 

die bei dieser Trainingsphase in den Auswertealgo- 
rithmus auf genommenen Daten iiber den Zusammenhang 
zwischen Phanotyp und Methylierungsmuster dazu be- 
nutzt werden, durch Generierung eines Methylierungs- 
musters einer DNA-Probe unbekannten Ursprungs den 
Phanotyp der Zellen, deren DNA untersucht wurde, ab- 
zuleiten oder 

die bei dieser Trainingsphase in den Auswertealgo- 
rithmus aufgenommennen Daten iiber das Methylierungs- 
muster der DNA eines bekannten Zelltyps dazu benutzt 
werden, solche Cytosin-Positionen zu identif izieren, 
welche in der untersuchten DNA von dem in der Trai- 
ningsphase ermittelten Methylierungszustand abwei- 
chen . 



3. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die DNA vor der Behandlung mit Bisulphit mit sol- 
chen Restriktionsendonukleasen gespalten wird, welche 
Cytosin im Kontext 5'-CpG-3' in ihrer Erkennungsse- 
guenz enthalten und die DNA nur an solchen dieser Er- 
kennungssequenzen. spalten, in ctenen Cytosin im Kon- 
text 5'-CpG-3' an der 5 '-Position unmethyliert vor- 
liegt . 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daii 



bevor die genomische DNA auf an sich bekannte Art und 
Weise mit einer Bisulphit Losung modifiziert wird, 
diese genomische DNA mit einer Restriktionsendonu- 
klease gespalten wird, 

die entstehenden Enden durch eine Ligationsreaktion 
mit bekannten,. kurzen und doppelstrangigen, auch Ad- 
aptoren genannten DNA-Sequenzen versehen werden 

Oligonukleqtide, die gegen Bisulphit-behandelte Adap- 
toren komplementar sind, dazu verwendet werden, alle 
auf diese Art entstandenen DNA-Fragmente oder Sub- 
Populationen aus der Gesamtheit aller auf diese Art 
entstandenen Fragmente nach einer Behandlung mit Bi- 
sulphit, zu amplifizieren. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,' 
daB die Reaktion einer genomischen DNA-Probe mit ei- 
ner Bisulphit-Losung zwecks Umwandlung von Cytosinen 
zu Uracilen bei gleichzeitiger Erhaltung von Me- 
thylcytosin unter zyklischer Variation der Reaktion- 
stemperatur bei Temperaturen zwischen 0 °C und 100 °C 
stattfindet. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA-Probe vor der Behandlung mit Bisulphit. in 
eine temper ierbare,- nur ftir kleine Moleicule "durchlas- 
sige porose Kapillare, in welcher die folgenden Reak- 
tionsschritte der Bisulphitbehandlung durch Zu- und 
Abfuhr der Reagenzien durch Dialyse ausgeftihrt werden 
kdnnen. 
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7. Verfahren nach Anspruch 1, daciurch gekennzeichnet, 

daB die DNA-Probe vor der Behandlung mit Bisulphit in 
5 eine temperierbare, fur kleine Molekule undurchlassi- 

ge Kapillare uberfiihrt wird, in welcher die folgenden 
Reaktionsschritte der Bisulphitbehandlung durch Zu- 
und Abfuhr der Reagenzien durch Zuleitung von Reagen- 
zien durch angeschlossene Kapillare ausgeftthrt werden 
10 kpnnen. 



8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die sich an die Bisulphitbehandlung anschlieBen- 
den Polymerase-Reaktionen in derselben Kapillare wie 
die Bisulphitbehandlung oder einer sich an diese Ka- 
pillare anschliefienden Kapillare oder einem an diese 
Kapillare angeschlossenen Behalter durchgefuhrt wer- 
den. 



9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB in einer Kapillare, in welcher Polymerase- 
Reaktionen mit einer mit Bisulphit-behandelten DNA- 
25 Probe erfolgt auch eine Langentrennung der entstehen- 

den Fragmentpopulation durchftihrt wird. 



10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine behandelte DNA durch Fallung des Bisulphit 
von diesem getrennt wird. 



11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
35 daB fur die Amplif ikation der Bisulphit-behandelten 

genomischen Proben-DNA Oligonukleotide zweier Klassen 
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kombiniert werden, wobei die Oligonukleotide der ei- 
nen Klasse die Base Cytosin oder deren Analoge nicht, 
ausschlieBlich im Kontext 5»-CpG-3', in nur sehr ge- 
ringem MaBe oder nur in fur die Amplif ikation unwe- 
5 sentlichen Bereichen der Oligonukleotide enthalten 

und wobei die Oligonukleotide der anderen Klasse die 
Base Guanin oder deren Analoga nicht, ausschlieBlich 
im Kontext 5'-CpG-3', in nur sehr geringem MaBe oder 
nur in far die Amplif ikation unwesentlichen, wie zum 
10 . Beispiel 5' -Bereichen der Oligonukleotide enthalten 
und wobei beide Klassen von Oligonukleotide entweder 

a) so kurz sind, daB in einer Amplifikation mit nur 
je einem Vertreter beider Klassen mehr als hundert 
verschiedene Fragmente amplifiziert werden oder 

b) diese Oligonukleotide so viele sogenannte degene- 
rierte Positionen enthalten, daB in einer Amplica- 
tion mit nur je einem Vertreter beider Klassen mehr 
als hundert verschiedene Fragmente amplifiziert wer- 
den oder 

c) so viele Vertreter beider Klassen von Oligonukleo- 
tiden in einer Amplifikation verwendet werden, daB 

25 mehr als hundert verschiedene Fragmente amplifiziert 

werden. 
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12. Verfahren nach Anspruch 4 oder 11, dadurch gekenn- 
"zeichnet, daB die behandelte und amplif izierte DNA in 
separaten Ansatzen zum Zwecke einer Polymerase- 
Reaktion mit in jeder Reaktion unterschiedlichen Oli- 
gonukleotiden gemischt wird, welche 



35 



an deren 5 '-Termini zu den Adaptoren oder generell 
ftir die Amplifikation der Bisulphit-behandelten Oli- 
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gonukleotide komplementar sind und 

welche an deren 3'-Termini in jeder Reaktion- unter- 
schiedlich sind und 

deren variable 3' -Termini hinter der bekannten Adap- 
tor-Sequenz oder Oligonukleotid-Sequenz beginnen 

und deren variable 3 1 -Termini iiber die bekannte Adap- 
tor-Sequenz zwischen zwei und zwSlf Nukleotide in die 
unbekannte Templat-DNA Sequenz hineinreichen. 



13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich.net, 
daB solche Reaktionen, in welchen eine Polymerasere- 
aktion mit Oligonukleotiden gestartet wird, . welche zu 
einer mit Bisulphit behandelten DNA komplementar 
sind, auBer den drei Nukleotiden dATP, dTTP und dCTP 
oder Analogen dieser drei Nukleotide 

ein zur Base Cytosin komplementares Nukleotid-Analog 
enthalten, welches nach Einbau durch die Polymerase 
jede weitere Strang-Verlangerung blockiert oder 

gar kein zur Base Cytosin komplementares Nukleotid 
oder Nukleotid-Analog enthalten. 



14 

30 



Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB solche Reaktionen, in welchen eine Polymerasere- 
aktion mit Oligonukleotiden gestartet wird, welche zu 
• - eifte E -mit- B- isulphit b e hand e lt e n BNA - komplemeiiLaren - - - 
DNA komplementar sind auBer den drei Nukleotiden 
dATP, dTTP und dGTP oder Analogen dieser drei Nukleo- 
35 tide 
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ein zur Base Guanin komplementares Nukleotid-Analog 
enthalten, welches nach Einbau durch die Polymerase 
jede weitere Strang-Verlangerung blockiert oder 

gar kein zur Base Guanin komplementares Nukleotid 
Oder Nukleotid-Analog enthalten. 



15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Termination einer Polymerase-Reaktion an den 
Stellen. an denen vormals Methylcytosin in der DNA- 
Probe enthalten war durch solche Terminatoren von- 
statten geht, welche selber in einer solchen Art und 
Weise modifiziert sind, daB sie die Detektion der 
spezifisch terminierten Polymerase-Reaktionsprodukte 
ermoglichen. 



16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die verschiedenen, aus einer geeigneten Kombina- 
tioh der Ansprtiche 3 bis 15 resultierenden Fragment- 
gemische der einzelnen Reaktionsansatze auf individu- 
elle Punkte der Ionenquelle eines MALD1-TOF oder an- 
deren Massenspektrometers aufgetragen werden und die 
25 Fragment-Zusammensetzungen der einzelnen Reaktionen 

durch Massebestimmung aller DNA-Fragmente bestimmt 
werden . 



30 17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daB die verschiedenen, aus einer geeigneten Kombina- 
fe i««-4eF-Ansprtiche-3-^ars~ 3r5-restr3±i erenden Fragmerrt- 
gemische der einzelnen Reaktionsansatze auf individu- 
elle Bahnen einer Gelelektrophorese aufgetragen wer- 

35 den und die Fragment-Zusammensetzungen der einzelnen 
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Reaktionen durch Langenmessung aller DNA-Fragmente 
bestiramt werden. 



18. Verfahren nach Anspruch 4 oder 11, dadurch gekenn- 

zeichnet, daii die in Anspruch 12 definierten Oligonu- 
kleotide, mit denen Polymerase-Reaktionen gestartet 
werden, mit solchen, je Oligonukleotid unterschiedli- 
cher Sequenz unterschiedlichen chemischen Markierun- 
gen gekoppelt . sind, dali deren chemische und/oder phy- 
sikalische Eigenschaften eine Detektion und Unter- 
scheidung der verschiedenen Mar kierungen mit . gangigen 
chromatographischen oder massenspektrometrischen Ver- 
fahren erlauben. 



19. 



Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 



daB 



die im ersten Amplif ikationsschritt hergestellte 
Fragment -Frakt ion der zu untersuchenden, Bisulphit- 
behandelten DNA mit zwei oder mehr chemisch unter- 
schiedlich markierten Oligonukleotiden gleichzeitig 
gemischt wird, 

diese Oligonukleotide in einem Reaktionsansatz als 
Primer fur eine Polymerasereaktion benutzt werden, 

die entstehende komplexe Mischung von Fragmenten in 
einem ersten analytischen Schritt einer elektrophore- 
tischen Langentrennung unterzogen wird und 

die einzelnen Langenfraktionen der aus der aus der 
Elektrophorese resultierenden Fragmentgemische einer 
chromatographischen oder massenspektrometrischen Ana- 
lyse unterzogen werden, welche in jeder Langenf rakti- 
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on die . Prasenz oder Absenz der die Oligonukleotide 
charakterisierenden chemischen Markierungen detek- 
tiert . 



20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. 
daJi auf eine Oberflache Oligonukleotide aufgebracht 
werden, welche 

enrtweder die Base Cytosin oder deren Analoge nicht, 
nur im Kontext 5'-CpG-3' oder nur in fur eine Hybri- 
disierung mit einer Proben-DNA nicht wesentlichen Be- 
reichen enthalten 

Oder die Base Guanin nicht, nur im Kontext S'-CpG-S' 
oder in fur eine Hybridisierung mit einer Proben-DNA 
unwesent lichen Bereichen enthalten. 

21. Verfahren nach Anspruch 20 , dadurch gekennzeichnet, 
da6 die Bisulphit-behandelte und nach entweder An- 
spruch 4 oder Anspruch 11 amplif izierte Proben-DNA 

mit auf einer Oberflache fixierten Oligonukleotiden 
hybridisiert wird, welche in an sich bekannter Art 
und Weise so auf dieser Oberflache fixiert sind, dafi 
an jedem Punkt der Oberflache bekannt ist, welche 
Oligonukleotid-Sequenz sich an genau diesem Punkt be- 
findet, - eine Hybridisierung der amplif izierten Pro- 
beri-DNA mit den fixierten Oligonukleotiden nur dann 
erfolgt oder nach geeigneten Waschschritten bestehen 
±>leibt r - ^RR - Oligonukleotide uad Proben-DNA in den 
fur eine Hybridisierung wesentlichen Bereichen voll- 
standig kompl'ementar sind. 
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22. Kit nach den Ansprttchen 1 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi mindestens zwei der in den obigen An- 
spruchen definierten Komponenten (zum Beispiel eine 
Kombination von Oligonukleotiden zur Amplif ikation 
Bisulphit-behandelter DNA und auf einer Matrix fi- 
xierten Oligonukleotiden zur Detektion) zur Behand- 
lung von DNA mit Bisulphit, Amplif ikation dieser be- 
handelten DNA und darauf folgender Detektion des Me- 
thylierungsstatus von mehr als hundert CpG Dinukleo- 
tiden eines Saugergenoms in einer Reaktion so kombi- 
niert werden, dafi eine klinisch relevante Diagnose 
einer Krebserkrankung gestellt werden kann. 



